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Resumen

A escala mundial, la Citricultura es uno de los sectores dentro de la Fruticultura
con mayor produccion, superando los 158 millones de toneladas en el afio, pero
es sensible de un gran ndmero de estreses abidticos al ser un cultivo subtropi-
cal. La baja temperatura es uno de los estreses abidticos que mas afecta a los
citricos produciendo grandes pérdidas anuales. El cambio climatico esta muy
presente dando lugar cambios en los patrones de El tiempo originando un gran
numero de olas de frio y calor. Pero gracias a la técnica del injerto y al uso de
patrones de citricos los problemas causados por los estreses abidticos pueden
mejorarse. El IVIA cuenta con un programa de mejora de patrones cuyo objetivo
es la busqueda de nuevo material vegetal con el fin de satisfacer los problemas
de la citricultura. Tradicionalmente, el patrén mas tolerante a la baja temperatura
es Poncirus trifotliata, el cual se han realizado la mayoria de los trabajos en la
bibliografia. Como patrén sensible, se empled Citrus macrophylla ya que se trata
de un patrdn del tipo limonero que se sabe popularmente de su sensibilidad al
frio. También se empled el patrén citrange Carrizo, el cual se trata de patréon
comercial mas cultivado en Espaiia en la actualidad y la variedad Tarocco Rosso,
que se sabe de su pigmentacion a causa de la baja temperatura. Asi pues, los
capitulos planteados en la presente tesis fueron: 1. Estrés a baja temperatura a
corto plazo, 2. Estrés a baja temperatura a largo plazo y 3. El efecto del patrén
en la variedad Tarocco Rosso.

Del capitulo 1 se extrajo que el mejor experimento para el rastreo de patrones
de citricos tolerantes a bajas temperaturas a corto plazo fue aplicando un estrés
a 4 °C durante 5 dias con periodos de aclimatacion de 0, 5, 10 y 24 horas. Los
genes que se seleccionaron como candidatos para realizar el rastreo de selec-
cion fueron los genes putativos de CAMTA3, CAMTAS, CBF1y COR413IM1. A
pesar de no obtener la induccion de los genes putativos de sintesis y transporte
de prolina a tiempos cortos, no se descarté como posible osmolito importante
en la respuesta a frio dada la expresion basal del transpotador PROTZ2 en el
patron Poncirus trifoliata.

En el capitulo 2 se averigud que la expresion de los genes CP22, PSB27 y
PSB28 podrian ser los responsables de la mayor proteccién de los fotosistemas
del patrén Carrizo frente al exceso de irradiacion causado por la parada de la fo-
tosintesis. Lo que le podria conferir una mayor recuperacion de la actividad foto-
sintética del FSII. Las acuaporinas resultaron tener una pequefia contribucién en
las relaciones hidricas del patrén tolerante Carrizo promoviendo un mayor paso
de agua a nivel apoplastico repercutiendo en el potencial hidrico y en una menor
deshidratacion. La induccion de los genes de respuesta a baja temperatura tuvo
lugar a partir de la ruta dependiente e independiente de CBF en ambos patrones,



aunque en mayor medida en el patrén Carrizo. Estos resultados sugieren que,
a 15 dias de frio, las plantas injertadas con el patrén Carrizo estaban ya total-
mente aclimatadas a la exposicién a bajas temperaturas, mientras que el patrén
Citrus macrophylla continuaba luchando por mantener el ajuste de la expresion
de miles de genes con el fin de enfrentarse al estrés. El estrés por exceso de
irradiacion podria estar activando a HY5 en mayor medida en el patrén Carrizo,
lo que podria estar activando la ruta de sintesis de antocianos dando lugar a una
mejor aclimatacion. El aminodcido prolina, el azlcar rafinosa y los antocianos
podrian estar actuando como protectores de los fotosistemas y antioxidantes de
mayor manera en las plantas injertadas con el patrén Carrizo. La mayor sintesis
y concentracién de hormona ABA en las raices del patrén Carrizo junto con una
mayor expresion génica en Carrizo de los genes transportadores de la familia
NRT1, ABCG40 y ABCG22 sugieren una conexiodn entre patrén-variedad que
estaria promoviendo una mayor sefializacion de la respuesta a ABA aportando
una mejora en su respuesta frente a bajas temperaturas. Todo ello sugiere que
la tolerancia a bajas temperaturas en los citricos es un caracter transmisible de
patrén a variedad y que ademas seria un caracter cuantitativo en el que estarian
implicados muchos genes ejerciendo pequefios efectos aditivos.

En el capitulo 3 se obtuvo que Los frutos de Tarocco Rosso cultivados con
el patrdn citrange Carrizo tolerante a bajas temperaturas obtuvieron una mayor
habilidad para la sintesis de acido ferulico y acido clorogénico, dos potentes
antioxidantes de interés comercial. Los frutos de Tarocco Rosso cultivados con
el patrén citrange Carrizo tolerante a bajas temperaturas obtuvieron una mayor
concentracion de cianidin 3-(6-malonilglucésido), cianidin 3-glucdsido, delfi-
nidin 3-glucdsido y cianidin 3-(6'- dioxalil)-glucdsido, antocianinas causantes
de la deseada coloracién en zumo de naranjas pigmentadas gracias al aumento
de expresién de los genes de biosintesis de antocianinas y flavonoides FLS,
DFR, CHS y CHI. La activacion de la ruta de antocianinas correlaciond con la
activacion del factor de transcripcion putativo PAP1, por lo que se podria pro-
poner como un posible inductor de la ruta de antocianinas en citricos.

El tratamiento de postcosecha a 9 °C fue el tratamiento que mayor in-
duccién produjo en la ruta de sintesis de antocianinas. Finalmente pudimos
concluir que la eleccién de un patrén tolerante a bajas temperaturas, como es
el caso de citrange Carrizo, potencia las cualidades deseadas de coloracién
y por ende de concentracién de antocianos en los frutos de la variedad pig-
mentada Tarocco Rosso.



Resum

A escala mundial, la Citricultura és un dels sectors dins de la Fruticultura amb
més produccid, superant els 158 milions de tones a l'any, perd és sensible
d’'un gran nombre d'estressos abiotics per ser un cultiu subtropical. La baixa
temperatura és un dels estressos abiodtics que més afecta els citrics produint
grans perdues anuals. El canvi climatic esta molt present donant lloc a canvis
en els patrons de El temps originant un gran nombre d’'onades de fred i calor.
Perd gracies a la técnica de I'empelt i a I's de patrons de citrics, els problemes
causats pels estressos abiotics es poden millorar. L'IVIA compta amb un pro-
grama de millora de patrons que te com a objectiu la recerca de nou material
vegetal per tal de satisfer els problemes de la citricultura. Tradicionalment, el
patré més tolerant a la baixa temperatura és Poncirus trifoliata, el qual s’han
realitzat la majoria dels treballs a la bibliografia. Com a patré sensible, es va
fer servir Citrus macrophylla ja que es tracta d'un patré del tipus llimoner que
se sap popularment de la seva sensibilitat al fred. També es va emprar el patré
citrange Carrizo, el qual es tracta del patré comercial més cultivat a Espanya
actualment i la varietat Tarocco Rosso, que se sap de la seva pigmentacio a
causa de la baixa temperatura. Aixi doncs, els capitols plantejats en aquesta
tesi van ser: 1. Estrés a baixa temperatura a curt termini, 2. Estrés a baixa
temperatura a llarg termini i 3. L'efecte del patrd en la varietat Tarocco Rosso.

Del capitol 1 es va obtenir que el millor experiment per al rastreig de patrons
de citrics tolerants a baixes temperatures a curt termini va ser aplicant un
estrés a 4 °C durant 5 dies amb periodes d’'aclimatacié de 0, 5, 10 i 24 hores.
Els gens que es van seleccionar com a candidats per fer el rastreig de seleccié
van ser els gens putatius de CAMTA3, CAMTAS, CBF1i COR413IM1. Tot i no
obtenir la induccié dels gens putatius de sintesi i transport de prolina a temps
curts, no es va descartar com a possible osmolit important en la resposta a
fred atesa I'expressio basal del transpotador PROT2 al patrd Poncirus trifoliata.

Al capitol 2 es va descobrir que l'expressié dels gens CP22, PSB27 i PSB28
podrien ser els responsables de la major proteccié dels fotosistemes del patré
Carrizo davant I'excés d'irradiacio causat per la parada de la fotosintesi. El que
li podria conferir una recuperacié més gran de l'activitat fotosintetica del FSII.
Les aquaporines van resultar tenir una menuda contribucio en les relacions
hidriques del patré tolerant Carrizo promovent un pas d’aigua més gran a ni-
vell apoplastic repercutint en el potencial hidric i en una menor deshidratacid.
La induccio dels gens de resposta a baixa temperatura va tenir lloc a partir
de la ruta dependent i independent de CBF en ambdds patrons, encara que
més en el patrd Carrizo. Aquests resultats suggereixen que, a 15 dies de fred,
les plantes empeltades amb el patré Carrizo estaven totalment aclimatades



a l'exposicio a baixes temperatures, mentre que el patré Citrus macrophylla
continuava lluitant per mantenir I'ajust de I'expressio de milers de gens per tal
d'enfrontar-se a l'estrés. L'estrés per excés d'irradiacidé podria estar activant
HY5 en major mesura en el patré Carrizo, cosa que podria estar activant la ruta
de sintesi d'antocians donant lloc a una millor aclimatacid. L'aminoacid prolina,
el sucre rafinosa i els antocians podrien estar actuant com a protectors dels
fotosistemes i antioxidants de més manera a les plantes empeltades amb el
patré Carrizo. La major sintesi i concentracié d’hormona ABA a les arrels del
patré Carrizo juntament amb una major expressié genica en Carrizo dels gens
transportadors de la familia NRT1, ABCG40 i ABCG22 suggereixen una con-
nexié entre patro-varietat que estaria promovent una senyalitzacié més gran
de la resposta a ABA aportant una millora en la resposta davant de baixes
temperatures. Tot aix0 suggereix que la tolerancia a baixes temperatures en
els citrics és un caracter transmissible de patré a varietat i que a més seria
un caracter quantitatiu en qué estarien implicats molts gens exercint xicotets
efectes additius.

Al capitol 3 es va obtenir que Els fruits de Tarocco Rosso cultivats amb
el patro citrange Carrizo tolerant a baixes temperatures van obtenir una ha-
bilitat més gran per a la sintesi d’acid ferulic i acid clorogenic, dos potents
antioxidants d'interés comercial. Els fruits de Tarocco Rosso cultivats amb el
patrd citrange Carrizo tolerant a baixes temperatures van obtenir una major
concentracié de cianidin 3-(6-malonilglucosid), cianidin 3-glucosid, delfinidi
3-glucosid i cianidin 3-(6"-diox glucosid, antocianines causants de la desitjada
coloracié en suc de taronges pigmentades gracies a I'augment d'expressié
dels gens de biosintesi d'antocianines i flavonoides FLS, DFR, CHS i CHI. L'ac-
tivacio de la ruta d'antocianines va correlacionar amb l'activacié del factor de
transcripcid putatiu PAP1, per la qual cosa es podria proposar com a possible
inductor de la ruta d'antocianines en citrics.

El tractament de postcollita a 9 °C va ser el tractament que més induccio
va produir a la ruta de sintesi d'antocianines. Finalment vam poder conclou-
re que l'eleccié d’'un patro tolerant a baixes temperatures, com és el cas de
citrange Carrizo, potencia les qualitats desitjades de coloracié i, per tant, de
concentracié d’antocians en els fruits de la varietat pigmentada Tarocco Rosso.



Abstract

On a global scale, Citriculture is one of the sectors within Fruit Growing with
the highest production, exceeding 158 million tons per year, but it is sensitive to
many abiotic stresses as it is a subtropical crop. Low temperature is one of the
abiotic stresses that most affects citrus, producing large annual losses. Climate
change is very present, giving rise to changes in weather patterns, causing
many cold and heat waves. But thanks to the grafting technique and the use of
citrus rootstocks, problems caused by abiotic stresses can be improved. IVIA
institute has a rootstock improvement program whose objective is to search
for new plant material to satisfy the problems of Citriculture. Traditionally, the
most low-temperature tolerant rootstock is Poncirus trifoliata, on which most
of the work in the literature has been done. As a sensitive rootstock, Citrus
macrophylla was used since it is a lemon type rootstock that is popularly known
for its sensitivity to cold. The Carrizo citrange rootstock was also used, which
is currently the most cultivated commercial rootstock in Spain, and the Tarocco
Rosso variety, which is known for its pigmentation due to low temperature.
Thus, the chapters proposed in this thesis were: 1. Short-term low-temperature
stress, 2. Long-term low-temperature stress, and 3. The rootstock effect on
the Tarocco Rosso variety.

From Chapter 1 it was concluded that the best experiment for screening
citrus rootstocks tolerant to low temperatures in the short term was applying a
stress at 4 °C for 5 days with acclimatization periods of 0, 5, 10 and 24 hours.
The genes that were selected as candidates for screening were the putative
CAMTA3, CAMTAS5, CBF1and COR413IM1 genes. Despite not obtaining the in-
duction of putative proline synthesis and transport genes in short times, it was
not ruled out as a possible important osmolyte in the response to cold given the
basal expression of the PROTZ2 transporter in the Poncirus trifoliata rootstock.

In chapter 2 it was found that the expression of the CP22, PSB27 and PSB28
genes could be responsible for the greater protection of the Carrizo rootstock
photosystems against excess irradiation caused by the stoppage of photosyn-
thesis. What could confer a greater recovery of the photosynthetic activity of
the FSII. The aquaporins turned out to have a small contribution to the water
relations of the tolerant Carrizo rootstock, promoting a greater passage of
water at the apoplastic level, affecting the water potential and less dehydra-
tion. The induction of response genes at low temperature took place from the
CBF-dependent and -independent pathway in both rootstocks, although to a
greater extent in the Carrizo rootstock. These results suggest that, after 15
days of cold, the plants grafted with the Carrizo rootstock were already fully
acclimatized to exposure to low temperatures, while the Citrus macrophylla



rootstock continued to struggle to maintain the adjustment of the expression
of thousands of genes with the rootstock. in order to cope with stress. The
stress due to excess irradiation could be activating HY5 to a greater extent
in the Carrizo rootstock, which could be activating the anthocyanin synthesis
pathway, leading to better acclimatization. The amino acid proline, the sugar
raffinose and the anthocyanins could be acting as protectors of the photosys-
tems and antioxidants in a greater way in the plants grafted with the Carrizo
rootstock. The higher synthesis and concentration of ABA hormone in the roots
of the Carrizo rootstock together with a higher gene expression in Carrizo
of the transporter genes of the NRT1, ABCG40 and ABCG22 family suggest
a connection between rootstock-variety that would be promoting a greater
response signalling to ABA providing an improvement in its response to low
temperatures. All this suggests that tolerance to low temperatures in citrus is
a trait that can be transmitted from rootstock to variety and that it would also
be a quantitative trait in which many genes would be involved, exerting small
additive effects.

In Chapter 3 it was found that Tarocco Rosso fruits grown with the citran-
ge Carrizo rootstock tolerant to low temperatures obtained a greater ability
to synthesise ferulic acid and chlorogenic acid, two powerful antioxidants of
commercial interest. The fruits of Tarocco Rosso grown with the citrange Ca-
rrizo rootstock tolerant to low temperatures obtained a higher concentration of
cyanidin 3-(6-malonylglucoside), cyanidin 3-glucoside, delphinidin 3-glucoside
and cyanidin 3-(6"-dioxalyl)- glycoside, anthocyanins that cause the desired
coloration in pigmented orange juice thanks to the increased expression of
the anthocyanin and flavonoid biosynthesis genes FLS, DFR, CHS and CHI.
The activation of the anthocyanin pathway correlated with the activation of
the putative transcription factor PAP1, so it could be proposed as a possible
inducer of the anthocyanin pathway in citrus.

The postharvest treatment at 9 °C was the treatment that produced the
greatest induction in the anthocyanin synthesis pathway. Finally, we were able
to conclude that the choice of a rootstock tolerant to low temperatures, as
is the case of citrange Carrizo, enhances the desired qualities of coloration
and therefore of concentration of anthocyanins in the fruits of the pigmented
variety Tarocco Rosso.
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Introduccion

1. ESTRES ABIOTICO

Las plantas son organismos sésiles que han de superar cualquier adversidad que
ocurra a su alrededor, ya sea causado por cambios en el ambiente o por el ataque
de algun agente externo. El estrés abidtico como la sequia, salinidad, cambios
en las temperaturas (calor, frio y congelacién), encharcamiento, toxicidad por
metales pesados, desequilibrios nutricionales, ozono y radiaciones UV-B son los
estreses principales que causan las pérdidas econdmicas de los cultivos (Anwar
Hossain et al., 2014).

Las plantas, por su naturaleza, siempre se han visto afectadas por el
estrés abidtico, pero actualmente la frecuencia y la duracién de dichos estreses
se ha ido incrementando a causa del cambio climatico y el calentamiento global.
El cambio climatico esta produciendo cambios en la meteorologia causando gran-
des sequias, olas de frio y encharcamiento por exceso de lluvias, entre otros. En
referencia al cambio climatico y el calentamiento global, puede parecer paraddjico
pensar en que las olas de frio puedan estar provocadas por el efecto invernadero.
Actualmente hay muchas teorfas sobre su origen, pero la realidad es que cada
vez hay mas cambios extremos dentro de las estaciones, relacionados con los
regimenes hidricos, como lluvias intensas tras épocas de sequias extremas, o
con desequilibrios térmicos, como inviernos con una temperatura media de 1 a
2 °C superior a los registros seguidos de olas de frio extremo (Rosenzweig et al.,
2001; Kodra, Steinhaeuser and Ganguly, 2011; Cohen et al., 2013; Trouet, Babst
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and Meko, 2018). Es por ello, la importancia de nuevos programas de mejora
con el fin de obtener nuevos cultivos mas tolerantes a estreses abidticos. Los
programas de mejora vegetal frente a estrés abidtico resultan muy complejos
ya que se encuentran involucrados un gran numero de rutas metabdlicas. Para
llevarlos a cabo, es necesario primero conocer bien el cultivo de interés, saber
como le afecta el estrés a estudio y qué mecanismos de accion utiliza la planta
para poder sobrevivir a él.

El estrés abidtico lleva a una serie de cambios morfoldgicos, fisiolégicos,
bioquimicos y moleculares que afectan seriamente al crecimiento y productividad
del cultivo. La sequia, salinidad, las temperaturas extremas y el estrés oxidativo
son estreses que se encuentran interconectados, y alteran la homeostasis ré-
dox, las interacciones metabdlicas y desacopla los procesos fisiolégicos (Wang,
Vinocur and Altman, 2003). Durante el periodo de estrés, la planta desencadena
una respuesta general que suele comenzar con una disrupcion en la homeostasis
osmotica e idnica, seguido de dafio en las proteinas funcionales y proteinas de
la membrana, lo que altera principalmente la actividad fotosintética normal en la
planta. Ello provoca una percepcion y transduccion de sefiales a partir de segun-
dos mensajeros tales como la transduccion a partir de Ca*? o especies reactivas
de oxigeno (ROS), entre otras. Estos segundos mensajeros actian modificando
la transcripcion y activan o reprimen Factores de Transcripcién (CBF/DREB, ABF,
HSF, Bzip, myc/myb). Todos ellos suelen dar una respuesta especifica frente al
estrés. Los mecanismos que se suelen activar son los de detoxificacion de ROS
(SOD, PX,...), activacién de chaperonas que asisten en el plegado de las proteinas
afectadas, sintesis de osmoprotectores como la prolina, glicina o azUcares y la
activacién de transportadores de iones y acuaporinas con el fin de controlar las
pérdidas de agua (Vierling and Kimpel, 1992) (Figura 1).

2. CITRICULTURA Y ESTRES POR FRIO

A escala mundial, la Citricultura es uno de los sectores dentro de la Fruticultura
con mayor produccion, superando los 158 millones de toneladas en el afio 2019
(FAOSTAT, Octubre 2019). En general, el mercado citricola se divide, por orden
de importancia, en produccién de naranjas, mandarinas (tangerina, mandarina,
clementina y satsuma), limones y limas. Los mayores productores en el ambito
mundial en 2018 fueron Brasil y China con cerca de 17 y 10 millones de toneladas
de naranjas, respectivamente. Espafa aparece entre los primeros diez producto-
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res mundiales (FAOSTAT, Octubre 2019) con una produccion total de 4 millones
de toneladas de naranjas en el afio 2018. Destaca sobre todo en la produccién
de mandarinas con 2 millones de toneladas, quedando en segunda posicién por
detras de China (19 millones de toneladas). Ademas, es el primer exportador
mundial, exportando mas del 50% de su produccion.

Dentro de Espafia, la Comunidad Valenciana tiene un gran protagonismo
en el panorama citricola, suponiendo el 56.2% de la superficie cultivada, aunque
en los Ultimos afios otras zonas como la Andalucia con el 271%, y Murcia, dedicada
al limén y al pomelo (https://www.mapa.gob.es/).

Por todo ello, la importancia econémica de la Citricultura en el mundo, y
en Espafia, esta fuera de toda duda, por lo que cualquier problema en su cultivo
puede producir grandes mermas en la produccion.

=)

Disrupcion de la
homeostasis

ética e i6nica;
Daiio de proteinas
funcionales y
estructurales y
membranas

Osmosensor, enzimas de corte de fosfolipidos, segundos mensajeros
(Ca*2, ROS,..), MAP quinasas, sensores de Ca*2 ( SOS3), proteinas quinasas
sependientes de calcio (CDPKs)

Factores trasncripcionales
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DETOXIFICACION I FUNCIONES CHAPERONAS
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Activacién génica
AGUA Y MOVIMIENTO
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Figura 1. Representacion
esquematica de la
percepcioén, control

de la transcripcion y
mecanismos de respuesta
frente al estrés abidtico
(fuente propia).
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El estrés por baja temperatura es uno de los estreses abidticos que pro-
duce mas pérdidas. En EE.UU el estrés por congelacion es el estrés abidtico que
mas pérdidas causa, en Diciembre de 1990, California sufrié unas pérdidas que
se cuantificaron en 500 millones de dodlares de fruta fresca y aproximadamente
450 000 ha de arboles afectados (Attaway, 1997). A lo largo de la historia en Va-
lencia, las pérdidas por frio también han estado muy presentes en la historia de la
Citricultura. En febrero de 1956 hubo un gran evento de descenso de temperaturas
con tres grandes oleadas de aire polar artico siberiano. Las temperaturas alcan-
zaron un minimo histérico en el siglo XX en todo el mediterraneo (Nufiez, Muedra
and Aupi, 2006). En Valencia se alcanzaron temperaturas minimas persistentes
de -7.2 °C siendo la temperatura minima la alcanzada en Vistabellla con -19 °C
(Nufez, Muedra and Aupi, 2006). Los dafios de la helada en el campo valenciano
se habfan calculado en 22 500 millones de pesetas, de los que 4,500 millones fue-
ron establecidos como merma previsible de la cosecha de la temporada siguiente.
Los citricos inservibles como consecuencia de la helada se calcularon en millon y
medio de toneladas (Puche, 2006). Este evento de consecutivas olas de frio tuvo
una gran repercusion ya que posteriormente coincidié con la muerte masiva de
arboles injertados sobre naranjo amargo por la enfermedad de la tristeza de los
citricos (por sus siglas en inglés CTV) 20 afios después de su deteccion en Espa-
fia, ademas de su expansién por la deteccion de los pulgones que la diseminan,
Toxoptera aurantii y Aphis spiraecola (Cambra-Alvarez and Gorris-Grancha, 2004).

Los citricos estan considerados como un cultivo tropical y subtropical,
el cual, generalmente, es vulnerable al frio y la congelacién (Yelenosky 1979; Hara
et al. 2003; Sakai and Larcher 2012). En Espafia, los citricos de mejor calidad se
obtienen en zonas con un rango de temperaturas de entre 23 y 34 °C (con una
temperatura minima de 13 °C y una maxima de 39 °C, respectivamente) (Soler
and Soler, 2018), con variaciones entre especies y variedades. Si la temperatura
cae por debajo de este rango, puede causar dafos masivos (Sakai and Larcher,
2012). Los citricos requieren por un lado la reduccién de la temperatura o bien un
estrés hidrico para inducir la floracién (Nishikawa 2013; Chica and Albrigo 2013).
Ademas, la floracion y, en consecuencia la produccién, estan marcadamente
estimuladas por factores ambientales, entre los que se encuentra un régimen
de temperaturas moderadamente bajas en condiciones subtropicales, y el es-
trés hidrico en condiciones tropicales (Davenport, 1990). La temperatura umbral
que mata los brotes jovenes es -12 °C (Nesbitt et al., 2002); sin embargo, hay
citricos que llegan a tolerar una temperatura de =10 °C (Yelenosky, 1991). Este
es el caso de Poncirus trifoliata (L.) Raf. que es el patron de citricos més toleran-
te a las bajas temperaturas que se conoce (Peng et al., 2012; Inch et al., 2014;
Wang, Zhang and Liu, 2015). Sin embargo, su gran sensibilidad a la clorosis férrica
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hace que esté actualmente en desuso en el area Mediterranea cuyos suelos son
extremadamente calcareos (Forner-Giner et al., 2009; Martinez-Cuenca et al.,
2013; Martinez-Cuenca, Quifiones and Forner-Giner, 2016; Martinez-Cuenca,
Primo-Capella and Forner-Giner, 2017). En su lugar, encontramos un amplio uso
del patrén citrange Carrizo [Citrus sinensis (L.) Osbeck. x P. trifoliata (L.) Raf.] junto
con otros hibridos Forner-Alcaide (Forner-Giner et al., 2003; Forner, Forner-Giner
and Alcaide, 2003; Gonzalez-Mas et al., 2009; Martinez-Cuenca et al., 2013; For-
ner-Giner et al., 2014; Martinez-Cuenca, Quifiones and Forner-Giner, 2016). Por
ello, la importancia del empleo de P. trifoliata en la presente tesis como patrén
tolerante y su caracterizacion frente a la baja temperatura.

Popularmente, en la zona Mediterranea se emplea como patrén la especie
Citrus macrophylla Wester para el injerto con limoneros ya que de esta manera resulta
tolerante al virus de la tristeza. Pero este vigoroso patrén se caracteriza por tener
una alta sensibilidad a la baja temperatura (Inch et al. 2014; Joublan and Cordero
2002; Davies and Albrigo 1994; Yelenosky 1979) y cierta sensibilidad al virus de la
tristeza si se injerta sobre otras variedades. Asi pues, para el objeto de la presente
tesis resulta un material vegetal ideal para tener en cuenta como patrén sensible a
baja temperatura.

Dentro de las variedades, algunas de naranjo dulce [(C. sinensis) L.
Osbeck] como son Tarocco, Moro y Sanguinello se caracterizan por la presencia
de antocianinas tanto en flavedo como en pulpa, siendo el cultivo con el mayor
contenido de flavonoides encontrado, tanto en frutas como en vegetales (Rapisar-
da and Giuffrida 1992). Se ha demostrado que el contenido de estos compuestos
es dependiente de diferentes factores tanto endégenos de la especie (variedad
pigmentada, proceso de maduracion,...) como externos o ambientales (exposicion
a la luz, balance nutricional, hormonas, xenobidticos y cambios en la temperatura)
(de Pascual-Teresa and Sanchez-Ballesta, 2008). Lo que hace a esta variedad de
gran interés para el estudio del estrés por baja temperatura.
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3. FUNDAMENTOS DE LA RESPUESTA A ESTRES
POR BAJA TEMPERATURA

Se sabe que las plantas expuestas a un ambiente con unas condiciones especificas
se encuentran adaptadas a un optimo estado estacionario, donde su metabolismo se
encuentra optimizado para dicha condicion dada. Esto incluye ajustes en la concentra-
cién y actividad enzimatica y en la concentracion de los metabolitos que permiten al
metabolismo funcionar de la manera mas eficiente posible dentro de las condiciones
en las que se encuentra. Cuando las plantas se exponen a un ambiente cambiante
tiene lugar un amplio rango de respuestas que se dan con una temporalidad. La
respuesta celular a los cambios de condicidn puede ser dividida en tres categorias.

1.

Introduccion

La primera seria la respuesta inmediata de las reacciones bioquimicas
cuando se enfrentan a la baja temperatura. La ecuacion de Arrhenius
puede describir el comportamiento de los pasos individuales de una
ruta metabdlica donde las reacciones enzimaticas muestran tipicamente
una disminucién en su tasa de actividad cada 10 °C que desciende la
temperatura (Herrmann, Schwartz and Johnson, 2019).

. El segundo tipo de respuesta es la activacion post-traduccional o me-

canismos de regulacion. Estos procesos de regulacion se dan después
de segundos o minutos y hacen que la célula logre lo que, para una com-
posicion celular dada, pueda verse como un estado estable en el que la
actividad de las enzimas y las concentraciones de intermediarios metabo-
licos sean estables. Después de un periodo largo de tiempo, los cambios
en la concentracion de proteinas podran también dar lugar a cambios en
la capacidad relativa de diferentes pasos metabdlicos, una respuesta de-
nominada aclimatacién (Herrmann, Schwartz and Johnson, 2019).

. Por dltimo, una tercera respuesta es la aclimatacion completa, un es-

tado estable en el tiempo que se da ante un cambio en las condiciones
ambientales. Es complejo establecer la diferencia entre los procesos de
aclimatacion y los procesos de regulacion. No obstante, una compara-
cion del estado estacionario original (condiciones de control) y el nuevo
estado estacionario alcanzado (condiciones de tratamiento) identifica
los requisitos para la aclimatacion en el metabolismo de las plantas y
puede usarse para identificar cambios metabdlicos que permitan a las
plantas optimizar su capacidad fotosintética en respuesta a cambio
medioambiental (Herrmann, Schwartz and Johnson, 2019).
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3.1 Respuesta molecular

La respuesta molecular a bajas temperaturas tiene lugar a partir de dos rutas de
activacion:

1. Ruta de activacion CBF independiente (por sus siglas en inglés C-re-
peat binding factors). Que se da por la activacion de los genes de res-
puesta COR (por sus siglas en inglés Cold-regulated) a partir de una ruta
independiente de los factores de transcripcion CBF.

2. Ruta CBF-COR dependiente. Se trata de una cascada de activacion
la cual desemboca en la activacidn de los genes de respuesta COR
dependientes de los factores de transcripcion CBF.

Estos genes de respuesta COR son rapidamente inducidos, después de minutos a
horas por las bajas temperaturas (Thomashow, 1998). Muchos productos génicos
son sugeridos para ser genes COR y actuar en la respuesta de aclimatacion y
subsiguiente tolerancia a frio (Liu et al., 2019). Estos genes incluyen enzimas de
sintesis de osmoprotectores, proteinas LEA (de sus siglas en inglés Late embryo-
genesis abundant proteins), factores de transcripcion, proteinas kinasas, proteinas
asociadas al metabolismo de los lipidos, proteinas de respuesta a hormonas,
modificadores de la pared celular y proteinas de cloroplasto (Liu et al., 2019).

3.1.1 Respuesta a estrés por la ruta CBF independiente

La ruta CBF independiente de respuesta a bajas temperaturas se trata de fac-
tores de transcripcion diferentes a los CBF que provocan la activacion de genes
de respuesta COR. Poco se conoce acerca de estos factores de transcripcion,
pero se vio en mutantes cbf1, cbf2 y cbf3 (simple, doble y triple mutantes) que
los factores de transcripcion HSFC1, ZAT12 y CZF1 regulan la expresion de genes
de respuesta COR (Figura 2) (Park et al., 2015; Zhao et al., 2016; Shi et al., 2017).

3.1.2 Respuesta a estrés por la ruta CBF dependiente

Secuencialmente, desde que el estrés es detectado por la planta, ocurre la des-
estabilizacion de la membrana, que es la primera causa del dafio por congelacién
en plantas (Steponkus, 1984; Steponkus and Webb, 1992). Durante el proceso de
aclimatacién, el proceso de crioestabilidad de la membrana plasmatica aumenta
como consecuencia de la alteracion en la composicion de los lipidos que alteran
su comportamiento frente a la deshidratacién. El grupo de Uemura demostré
que hay cambios en la composicién de los lipidos durante la aclimatacion a baja
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temperatura (Lynch and Steponkus, 1987; Uemura, Joseph and Steponkus, 1995).
En concreto, observaron el aumento en la proporcién de fosfolipidos como con-
secuencia del incremento en la proporcién de las especies di-insaturadas de
fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina; y, por otro lado, debido a una disminucién
en la proporcién de lipidos cerebrosidos (Uemura, Joseph and Steponkus, 1995).

Esta desestabilizacion de la membrana plasmatica causa el aumento
de la concentracion de calcio citosdlico (Uemura, Joseph and Steponkus, 1995;
Knight, 1999). Los cambios en las proteinas que actian como sensores de calcio
se activan directamente o a través de una cascada de sefializacién a partir de
kinasas, induciendo a los preexistentes factores de transcripcion la expresion
de los genes responsables de la activacion de la respuesta a frio (Shinozaki and
Yamaguchi-Shinozaki, 1996; Catald et al., 2003; Knight and Knight, 2012). El au-
mento de calcio es transitorio, exhibiendo un pico caracteristico, y es causado
por un antiportador de calcio vacuolar especifico CALCIUM EXCHANGER (CAX1
Ca*?/H*)(Catald et al., 2003) que lleva a la planta a reaccionar repetidamente a la
sefial por bajas temperaturas (Figura 2). Asf pues, comienza la segunda fase de
activacién de la respuesta a frio que se prolonga en el tiempo durante la tercera
fase de respuesta a frio, la aclimatacion (Liu et al., 2019). El influjo de calcio llega a
un Receptor Kinasa regulado por Calmodulina 1y 2 (por sus siglas en inglés CRLK1
y CRLK2) y comienza una cascada de sefializacion de la ruta especifica de frio
(Figura 2) (Yang et al., 2010; Zhao et al., 2017). Esta sefializacion comienza con la
activacién de proteinas kinasas (por sus siglas en inglés MPK) y que comprenden
tres proteinas kinasas: MEKK, MKK y MPK que actlan consecutivamente (Liu,
2012; Liu and He, 2017). Estas MPKs son capaces de activar o reprimir al siguiente
factor de transcripcion de la ruta de sefializacion, ICE1 (por sus siglas en inglés
inducer of CBF expresion 1), que es un factor de transcripcion del tipo MYC-like
hélice-vuelta-hélice que se une a los elementos cis de los promotores de los genes
CBF (Chinnusamy et al., 2003; Miura et al., 2007; Ding et al., 2015, 2018). Estas
MPKs pueden activar o reprimir a ICET aguas arriba. Asf pues, concretamente,
MKK4/5 y MKK3/6 promueve la represion de ICE1 y por consiguiente la represion
de la respuesta a bajas temperaturas aguas abajo (Li et al., 2017; Zhao et al.,
2017). Por el contrario, la expresién de ICET se induce por las MEKK1, MKK1/2 y
MPK4 dando lugar por tanto a la activacién de la ruta de respuesta a frio. Ademas
de la regulacion por MPKs, la estabilidad y, por tanto, la actividad de la proteina
ICE1, también se encuentra regulada por la modificacion post-traduccional de
la sumoilacién por la SUMO E3 ligasa SIZ1 (Dong et al., 2006; Miura et al., 2007;
Thomashow, 2010). Asi pues, ICE1 llega al nucleo y activa los factores de trans-
cripcién centrales de la respuesta a frio, los genes CBF. Esta ruta de activacién de
genes de respuesta juega un importante papel en la tolerancia al estrés por bajas
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temperaturas no sélo en Arabidopsis thaliana (L.), Heynh., sino en otras especies
arbdreas como alamo, abedul, manzano y citricos (Puhakainen et al., 2004; Be-
nedict et al., 2006; Wisniewski et al., 2011; Peng et al., 2014; Huang et al., 2015).
Los genes CBF son también conocidos como DREBs (por sus siglas en inglés
Dehydration-Responsive Element Binding Factors) y que en general comprende
tres miembros CBF1, CBF2 y CBF3 (también llamados DREB1b, DREB1c y DREB1a,
respectivamente) en A. thaliana, aunque esto puede variar dependiendo de la es-
pecie. Por ejemplo, en alamo se ha visto la induccion de cuatro genes CBF (CBFT,
CBF2, CBF3y CBF4) en respuesta a bajas temperaturas (Benedict et al., 2006).
Asi pues, los CBF activan los genes de respuesta a bajas temperaturas, llamados
COR los cuales actuan durante la segunda fase de la respuesta (minutos-horas)
y durante la fase de aclimatacion (dias-semanas) (Figura 2).

Ademas de ICE1, se conocen mas activadores y represores del regulén
CBF gue se unen a sus promotores y son inducidos en presencia de frio. MYB15 es
un factor de transcripcion del tipo MYB que se ha visto que se activa en presencia
de bajas temperaturas y se une directamente a los promotores de CBF1, CBF2
y CBF3 provocando asi su activaciéon (Agarwal et al., 2006). Ademads, se piensa
gue también su expresion estd regulada por la sefializacién de MPKs (Yano et al.,
2005; Kim et al., 2017).

Otro factor de transcripcion que activa la expresion de los CBF es el
Activador de la Transcripcion de Unién a Calmodulina (por sus siglas en inglés
CAMTA) (Doherty et al., 2009). CAMTA 1, CAMTA 2, CAMTA 3y CAMTA 5 inducen
a los CBF. Concretamente se ha visto que CAMTA 3 y CAMTA 5 actuan en los
primeros minutos de la disminucién de la temperatura y parece que se ha relacio-
nado con los cambios repentinos de temperatura (dia/noche) y no en los cambios
progresivos de temperatura como sucede en los cambios de estacién (Doherty
et al., 2009; Kidokoro et al., 2017).

Las plantas procesan e integran las sefiales alrededor de ellas en los
cambios estacionales, siendo la luz un elemento crucial para su respuesta a la
aclimatacion y tolerancia a frio. Los fitocromos (PHYA, PHYB, PHYC, PHYD y PHYE)
absorben luz roja y roja lejana, mientras que los criptocromos (CRY1, CRY2 y CRY3)
absorben luz azul y luz UV-A (Maibam et al., 2013). Se sabe que los fitocromos
activan los genes COR como el COR15a y el COR14b ademas de regular genes
que son objetivo de los CBF en condiciones de luz roja cercana/lejana (Franklin
and Whitelam, 2007).

Los fitocromos activan el factor de transcripcion del tipo bZIP LONG
HIPOCOTYL 5 (por sus siglas en inglés HY5). Este factor de transcripcion esta
resultando ser un modulador central de la respuesta coordinada entre sefaliza-
cion por luz y desarrollo de la planta y regula otros genes a través de sub-redes
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mediante otros reguladores (Catald, Medina and Salinas, 2011). Se ha visto que
HY5 se sobreexpresa por bajas temperaturas y media la induccion de genes que
se expresan en presencia de este estrés debido a su union a las Z-box de promo-
tores, que constituyen un dominio LTRE (por sus siglas en inglés Low Temperature
Response Element) u otros LTREs aun por caracterizar (Shin, Park and Choi, 2007).

FRIO Lz [/>

car CRLK1/2 ' -
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MEKK1 MEKK? PHYs, CRY,
UVR8
MKK1/2 MKK4/5

MPK4 [~ MPK3/6 ﬂ
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Figura 2. Representacion esquematica de la respuesta a baja temperatura y aclimatacion a partir de la
ruta CBF dependiente, CBF independiente e induccion por luz (fuente propia).

3.1.3 Respuesta molecular en citricos
La respuesta molecular a bajas temperaturas anteriormente citada es la respuesta
general que se conoce en plantas. Pero se ha visto que en citricos esta respuesta,
en general, se encuentra conservada y coincide hasta cierto punto con la respuesta
de Arabidopsis (Sahin-Cevik and Moore, 2006; Champ, Febres and Moore, 2007).
En citricos, concretamente en C. sinensis Osbeck cv. Gannanzao in-
jertado sobre P. trifoliata se ha visto que los genes CAMTA estan conservados
y que intervienen en procesos de regulacion de estrés abidtico como frio, sal y
sequia y que ademas responden a los tratamientos con las hormonas ABA y JAs
(Ouyang et al., 2019). Concretamente, después del tratamiento de estrés por frio
se vio una induccion de 3 veces a las 24 y 48 horas de CsCAMTAT, CsCAMTA?Z,
CsCAMTA3, CsCAMTA4 y en menor medida CsCAMTA5 (Ouyang et al., 2019).
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También se demostré la funcién de la MAPK3 en P. trifoliata a par-
tir de un estudio realizado en cDNA Amplified Fragment Length Polymorphism
(cDNA-AFLP) por lo que se demuestra que el proceso de sefializacién de bajas
temperaturas estaria conservado (Meng et al., 2008).

El inductor de la expresion de los genes CBF, ICET, como se ha dicho
anteriormente, tiene una regulacion compleja. Es un bHLH y en citricos existen
varios trabajos en los cuales se dilucida la funcién y obtencion de este factor de
transcripcién. El grupo de Liu Jihong ha realizado varios trabajos en P. trifoliata
donde aislé un bHLH con posible funcion del factor ICET (Huang et al., 2013,
2015; Geng et al., 2019). En el primero de ellos, un grupo de genes de respuesta
a estrés se sobreexpreso o reprimié en presencia de frio en limones transgénicos
que portaban ICET de P. trifoliata; en especial, se indujo un gen que codifica para
una peroxidasa (POD) (Huang et al., 2013). En un segundo trabajo, se demues-
tra como la sobreexpresién de ICET de P. trifoliata en limdén bajo estrés por frio
mostré un aumento en la actividad de enzimas antioxidantes como la superdxido
dismutasa y la catalasa. En el mismo trabajo, vieron que PtrICET juega un impor-
tante papel en la tolerancia a frio, y que puede ser modulada por la accién de los
niveles de poliaminas que se encuentran interaccionando con el gen ADC (Huang
et al., 2015). Y un tercer articulo, la sobreexpresion del gen ICET en pummelo dio
lugar a lineas transgénicas que tenian un menor contenido en especies reactivas
de oxigeno (ROS), consistente con el elevado nivel de expresién en genes que
codifican para enzimas antioxidantes como eran la catalasa, la peroxidasa y la
superoéxido dismutasa (Geng et al., 2019).

El gen HOST también se consiguio aislar en citricos en un trabajo del
grupo de Zhong-Hai Sun en 2010 (Liu et al., 2010). En dicho trabajo PtHOST se
clono, se aislé su proteina y se cuantificé su expresion génica en raiz, hojas y tallo.
Se observd que la expresion de PtrHOST disminuyd en hojas, tallos y raices des-
pués de los tratamientos con frio y ABA, sugiriendo que la expresion de PtrHOS1
estaba reprimida por los tratamientos de baja temperatura y ABA (Liu et al., 2010).

Los genes CBF se han conseguido aislar y clonar en citricos, demostran-
do su funcién en la regulacion del estrés a baja temperatura en dos importantes
trabajos. El primero de ellos donde se consigue aislar PtCBF1 de P. trifoliata y
CpCBF1 de C. paradisi Macf. de C. paradidsi (Champ, Febres and Moore, 2007).
PtCBF1 acumula altos niveles de transcritos y ademas en un corto periodo de tiem-
po. Ademas, los transcritos de CORc115, gen inducido por bajas temperaturas del
grupo |l de proteinas LEA, también se acumula rapido y de forma temprana en P.
trifoliata en respuesta a bajas temperaturas (Champ, Febres and Moore, 2007). En
el segundo trabajo, se aisld también el PtCBF1 de P. trifoliata junto a otras tres
especies de citricos, naranjo dulce (C. sinensis), pummelo (Citrus grandis) y rough
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lemon (Citrus jambhiri) con una pauta abierta de lectura. Los resultados del ana-
lisis de alineamiento multiple y los estudios filogenéticos con las secuencias de
aminoacidos sugirieren que los dominios de union AP2 que se unen a DNA y las
secuencias de CBF estaban altamente conservadas en las cuatro proteinas de
citricos (He et al., 2012).

3.2 Respuesta fisiologica

Una vez sefializada la bajada de la temperatura exterior, tienen lugar una serie
de respuestas fisioldgicas en la planta. La bajada de temperatura, sin llegar a
la congelacién, resulta dafiina para los tejidos vegetales al perder fluidez en las
membranas como consecuencia del aumento de la proporciéon de acidos grasos
insaturados para adaptarse a las nuevas condiciones.

También ocurren cambios en la estructura de los tilacoides de los clo-
roplastos. El contenido de clorofila, la actividad de enzimas fotosintéticos y el
transporte electrénico estan asociados a la bajada de temperaturas, sin embargo
la relacion entre los cambios fisioldgicos no esta del todo clara (Adam and Murthy,
2014). Se sabe que estos cambios en combinacidn con el cierre estomatico son
en gran parte responsables de la disminucién de la fotosintesis en invierno (Paul,
Driscoll and Lawlor, 1992).

El resultado también resulta en fugas de iones causadas por la inactiva-
cién de los canales y bombas anclados en la membrana (Verslues et al., 20086), por
lo que afectara a cualquier proceso fisioldgico que tenga lugar en la membrana,
tanto celular como de cualquier otro organulo.

3.2.1 Fotosintesis y baja temperatura

La fotosintesis es uno de los procesos fisioldgicos mas sensibles a la tempera-
tura, por ello, comprender los procesos fisioldégicos que subyacen a la respuesta
a la temperatura de la fotosintesis y su aclimatacion es importante tanto para la
agricultura como para el medio ambiente. Muchas plantas muestran una gran
capacidad de ajustar sus caracteristicas fotosintéticas para sus necesidades de
crecimiento dependiendo de la temperatura (Berry and Bjorkman, 1980; Yamori,
Noguchi and Terashima, 2005; Yamori et al., 2006, 2008, 2010).

Durante el periodo de baja temperatura, la capacidad de sintesis de glu-
cosa es a veces el factor limitante sobre la capacidad de regeneracién de fosfato
(Pi) (Sharkey, 1985; Labate and Leegood, 1988; Strand et al., 1997, 1999), pero
esto depende de la especie y de la temperatura a la que se exponga (Yamori et al.,
2010). Otra importante limitacion en el proceso de fotosintesis a baja temperatura
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es la regeneracion de Ribulosa 1,5 bifosfato (RuBP) (Sage and Kubien, 2007; Yamori
et al., 2010; Yamori, Hikosaka and Way, 2014). Como resultado, la limitacién de re-
generacion de la RuBP puede ser aliviada por la aclimatacion al crecimiento a baja
temperatura, y asi, la carboxilacién comienza a ser el factor limitante en el proceso
de fotosintesis. En plantas con menos aclimatacién al estrés por baja temperatura,
la regeneracién de RuBP permanece limitante, independientemente de la tempera-
tura de crecimiento, y no aumentara la capacidad fotosintética a baja temperatura
(Yamori et al., 2010). El alivio que se produce en la regeneracion de RuBP en plantas
que se adaptan a baja temperatura, se produce con el fin de reducir el exceso de
energia de excitacién dando lugar a un gran transporte de electrones, evitando asi
la fotoinhibicidn en habitats frios, donde varia mucho tanto la intensidad luminica
como la temperatura (Hikosaka et al., 2006; Yamori et al., 2010).

Algunos de los mecanismos que dan lugar a la aclimatacion a la baja
temperatura en plantas anuales de invierno también lo hacen a alta irradiacién
(Anderson, Chow and Park, 1995; Hiner et al., 2012, 2016). Asi pues, resultados
preliminares muestran que el ajuste fotosintético que muestran plantas endureci-
das al frio se parece al exhibido por las plantas expuestas a alta intensidad de luz,
mientras que la respuesta fotosintética de las plantas no endurecidas es imitada
por la de las plantas cultivadas a baja intensidad de luz. El papel de la luz en el
desarrollo de la tolerancia a la congelacién también fue indicado por la mejora de
la tolerancia a la congelacién en condiciones de luz elevada sin tratamiento con
frio (Gray et al., 1997). Estos resultados indican que la baja temperatura y la luz
inducen rutas de sefializacion que se solapan, y aceleran otras en el desarrollo
de la tolerancia a frio. Varios estudios muestran que la luz puede, también, incre-
mentar el amplio rango de compuestos protectores tempranos que se conectan
en el proceso de endurecimiento (Janda et al., 2007; Szalai, Pap and Janda, 2009;
Majlath et al., 2012).

3.2.1.a Fotoinhibicion

La fotoinhibicion es el fendmeno que da lugar a la reduccién de la actividad fo-
tosintética principalmente debida a asimilacion de CO, inducida por un exceso
de luz (Baker, 1996). A pesar de que la reduccion en la fotoasimilacion puede ser
dependiente de los dafios a algunos componentes de la maquinaria fotosintética,
frecuentemente el término inhibicidon se emplea para definir la inhibicién de la
actividad del Fotosistema Il (FSII) (Powles, 1984; Aro, Virgin and Andersson, 1993;
Murata et al., 2007). Como la luz es la energia necesaria para conducir el proceso
de la fotosintesis, la fotoinhibicidon es inevitable cuando la luz excede la tasa foto-
sintética. Sin embargo, el alcance de la fotoinhibicion depende del balance entre
el fotodafio y la reparacion del FSII (Demmig-Adams et al., 2012).
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Ademads de la alta irradiacion, estreses como el encharcamiento o el
exceso de minerales, la alta o baja temperatura, la toxicidad por metales pesados
y la polucién del aire, puede determinar cual es el punto en el que la luz absorbi-
da por los pigmentos de clorofila se vuelve excesiva para el requerimiento de la
maquinaria (Murata et al., 2007).

El fotosistema Il es el componente mas susceptible que puede ser da-
flado en las membranas del tilacoide. Asi pues, el principal resultado del estrés
abidtico es hacer que el FSII sea propenso a la fotoinhibicién (Nishiyama, Allakh-
verdiev and Murata, 2006). Por otro lado, el Fotosistema | (FSI) es menos fre-
cuente que se dafie debido al eficiente mecanismo de fotoproteccion con el que
previene la fotoinhibicion (Gururani, Venkatesh and Tran, 2015). La fotoinhibicion
del FSI ocurre cuando el suministro de electrones del FSIl excede su capacidad
de aceptar electrones (Tikkanen and Grebe, 2018). El proceso de recuperacion
del FSI, cuando esta fotodafiado, es muy prolongado (Kudoh and Sonoike, 2002).
Sin embargo, los mecanismos de fotoinhibicion del FSI ain no se conocen bien.

3.2.2 Potencial hidrico

El balance hidrico en las plantas es de vital importancia para que se puedan llevar
a cabo los procesos fisioldgicos, celulares y metabdlicos. El agua puede trans-
portarse de tres maneras dentro de una planta.

1. Transporte apoplastico que se da a lo largo de las paredes celulares y
sin barreras celulares, dando lugar a un transporte del agua a favor de
potencial y a largas distancias.

2. Transporte por la ruta simplastica, que tiene lugar entre células a través
de los plasmodesmos.

3. Transporte transcelular, a través de las membranas celulares.

Asi pues, en presencia de un estrés abidtico como la sequia, salinidad o estrés
por temperatura, la planta se encuentra en un compromiso entre el consumo de
agua con el fin de poder realizar las funciones fisioldgicas de fijacion de CO,,
fotdlisis del agua, transpiracion o detener el consumo de recursos deteniendo
asi el crecimiento.

El transporte apoplastico a larga distancia es el transporte que utiliza la
planta con el fin de suministrar y distribuir el agua a lo largo de diferentes tejidos.
El estado hidrico de una planta se suele caracterizar por el potencial hidrico (Ww)
y el contenido relativo en agua, RWC% (de sus siglas en inglés Relative Water
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Content en porcentaje, en relacion a su hidratacién méxima) (Turner, 1988). Los
autores Flexas y Medrano en 2002 definieron tres grados de estrés hidrico (Flexas
et al., 2002):

1. Estrés hidrico leve: disminucion del Ww en algunos bares o una dismi-
nucion al 100-85% del RWC.

2. Estrés hidrico moderado: una disminucién del Ww de hasta 12-15 bares
0 una disminucion del RWC% entre el 85-70%

3. Estrés hidrico severo: una disminucion del Yw menor de 15 bares o una
disminucién del RWC% por debajo del 70%

Estos valores son generales ya que varian dependiendo de la especie (Flexas et
al., 2002).

3.2.2.a Importancia de las acuaporinas y el transporte transcelular

El transporte de agua transcelular se lleva a cabo principalmente por las acuaporinas.
Las acuaporinas pertenecen a un grupo de proteinas altamente conservado de union a
membrana, mejor conocidas como MIP (por sus siglas en ingles Major Intrinsic Protein).
Las plantas, como organismos sésiles que son, carecen de sistema circulatorio. Sus
células contienen un gran numero de organulos que necesitan una gran regulacion
de los requerimientos hidricos para adaptarse a las fluctuaciones del ambiente. Como
se ha comentado anteriormente, es una gran familia de proteinas, siendo 35 genes
los que codifican para acuaporinas en Arabidopsis (Johanson et al., 2001; Maurel et
al., 2015), 31 en maiz (Chaumont et al., 2001), 33 en arroz (Sakurai et al., 2005), 47
en tomate (Reuscher et al., 2013), 55 en dlamo (Gupta and Sankararamakrishnan,
2009), 66 en soja (Zhang et al., 2013), 50 en banana (Sreedharan, Shekhawat and
Ganapathi, 2013), 71 en algodon (Park et al., 2012), 41 en sorgo (Reddy et al., 2015) y
34 en naranjo dulce (de Paula Santos Martins et al., 2015). Las MIPs se clasifican en
diferentes familias dependiendo de sus patrones de expresion, los niveles de modi-
ficacidn de la secuencia de aminoacidos, la regulacion y localizacion intracelular. Las
PIPs (Plasma membrane intrinsic proteins), NIPs (Nodulin-26 like intrinsic proteins) y
XIPs (Uncategorized X intrinsic proteins) se localizan generalmente en la membrana
plasmatica y se expresan en la superficie celular, mientras que las TIPs (Tonoplast
intrinsic proteins) se localizan en la membrana del tonoplasto, la membrana de la
vacuola (Johanson et al., 2001). Sin embargo, algunas NIPs y las SIPs (Small basic
intrinsic proteins) se localizan en el reticulo endoplasmico (Maurel et al., 2015).
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3.2.2.b PIPs y estrés por baja temperatura
El transporte de agua transcelular, no vascular, se considera crucial para el man-
tenimiento de la presion por turgencia de la planta y la homeostasis de agua. La
importancia del mantenimiento de la presion de turgencia incluye, 1) a nivel de
célula, las reacciones metabdlicas, division celular, diferenciacion y elongacion; 2) a
nivel de tejido, el movimiento estomatico; y 3) a nivel de drgano, el movimiento del
peciolo y el mantenimiento del estatus hidrico general de la planta (Afzal et al., 2016).
Dentro de las funciones de las MIPs, las PIPs tienen funciones de trans-
porte de agua, glicerol, peroxido de hidrégeno, didxido de carbono y urea. Ademas,
se sabe que intervienen en las respuestas a estrés abidtico como sal, boro, sequia
y bajas temperaturas (Forrest and Bhave, 2007; Martinez-Cuenca et al., 2015).

3.2.3 Respuesta fisiologica a baja temperatura en citricos

3.2.3.a Respuesta del fotoperiodo frente a baja temperatura en citricos

La respuesta a estrés por frio que tiene lugar a través de la luz también resultd
estar conservada en citricos y se ha demostrado en dos trabajos muy recientes.
Uno de ellos, que se ha llevado a cabo en naranjas pigmentadas, se aislo el pro-
motor de CgRuby1 en Citrus grandis y se realizé a partir de plantas transgénicas
en A. thaliana (Huang et al., 2019). Se ha visto que el factor de transcripcién HY5
se une al promotor de Ruby7 dando lugar a la sintesis de antocianos y que ademas,
esta respuesta estd conservada en citricos (Huang et al., 2019). Otro trabajo muy
reciente relacionado con la respuesta a luz es el realizado por el grupo de Juan
Xu, en el que la sobreexpresion de CsPIF8 dio lugar a un aumento de la sintesis
de antocianos en presencia de las bajas temperaturas en plantas transgénicas
de tomate y callos de pomelo (He et al., 2020).

3.2.3.b Respuesta de los cambios de membrana frente a baja temperatura
en citricos
En los citricos, también existen cambios en la estructura de las membranas celu-
lares y la composicion de lipidos como respuesta a la baja temperatura. La baja
temperatura provoca pérdida de iones y roturas de membrana, dafiando asi los
procesos que en ella tienen lugar, como se ha indicado anteriormente (Nordby
and Yelenosky, 1985; Crifo et al., 2011; Yang et al., 2012; Abouzari, Solouki, Go-
lein, Fakheri and Sabouri, 2020; Abouzari, Solouki, Golein, Fakheri, Sabouri, et al.,
2020; Jiang et al., 2021).

Ya en el afio 1985, el grupo de George Yelenosky analizé como las ba-
jas temperaturas afectaban a los acidos grasos. Se compararon tres genotipos,
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C. sinensis, P. trifoliata y un hibrido entre (Citrus paradisi x P. trifoliata) x C. sinen-
sis. La degradacién, en general, de los acidos grasos fue del 89% en fosfatidilco-
lina, del 83% en fosfatidilglicerol y del 50% en digalactosildiglicérido. En las hojas
de los hibridos que habian sufrido el proceso de endurecimiento, los acidos grasos
totales durante el proceso de congelacion y descongelacion fue de un 12%. Tres
especies moleculares de triacilglicerol ricas en acido linoleico fueron mayores en
los hibridos endurecidos al frio durante el proceso de congelacion-descongela-
cioén. El aumento de especies insaturadas de triacilglicerol durante el proceso de
congelacion-descongelacién, sugiere que el triacilglicerol tiene un papel impor-
tante en el mantenimiento de la fluidez de la membranas durante dicho proceso
(Nordby and Yelenosky, 1985).

Aligual que ocurre en C. sinensis y P. trifoliata, en pomelo (Citrus para-
disi) se vio que la expresion de los genes involucrados en la biosintesis de acidos
grasos y la degradacién de fosfolipidos se activa fuertemente a pesar de que
varias desaturasas de acidos grasos se encuentran reprimidas, excepto la pro-
teina desaturasa acil-[acil-transportador] y el transportador estearoil-acil que se
encuentran especialmente sobreexpresados en plantas aclimatadas a frio (Maul
et al., 2008). Al igual que ocurre en pomelo y otras especies de citricos como en
naranjas pigmentadas o mano de buda, tiene lugar la disminucion de la expresion
génica de algunas desaturasas (Crifo et al., 2011; Yang et al., 2012).

3.2.3.c Respuesta de las relaciones hidricas a baja temperatura en citricos

El balance hidrico de los citricos ante la presencia de bajas temperaturas suele res-
ponder de una manera que puede resultar contradictoria. Las bajas temperaturas
dan lugar al cierre de los estomas, disminucion en la transpiracion y un potencial
osmatico (Wn) muy disminuidos como ocurre en las situaciones de sequia extrema,
e la planta intenta no perder agua por el proceso de transpiracién. Sin embargo,
suelen tener el Yw del tallo y el RWC en unos valores tipicos del crecimiento ac-
tivo de plantas en buen estado de riego cuando hay temperaturas calidas, como
ocurre en los dias soleados (Kriedemann and Barrs, 1981; Barkataky et al., 2013).
En este caso, es de tener en cuenta el movimiento de agua transcelular que ocurre
a través de las acuaporinas.
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3.3 Respuesta bioquimica

Como hemos ya mencionado anteriormente, la exposicion a bajas temperaturas
reduce termodinamicamente la cinética de las reacciones metabdlicas despla-
zando su equilibrio de tal manera que resulta en una mayor probabilidad que las
cadenas laterales no polares de las proteinas se expongan al medio acuoso de
la célula. Esto afecta directamente a la estabilidad y solubilidad de las proteinas
globulares (Siddigui and Cavicchioli, 2006). Ademas, se traduce en la alteracion
de las proteinas y complejos proteinicos y consecuentemente a la regulacion de
las reacciones metabdlicas. Para evitar este proceso, las plantas se protegen
sintetizando diferentes osmolitos.

3.3.1 Osmoprotectores

Como una definicion amplia, los osmoprotectores son compuestos pequefios, con
carga eléctrica neutra y solutos organicos con una toxicidad baja. Se acumulan en
grandes cantidades en las células, compensando el desequilibrio que sucede en
el espacio extracelular cuando se presenta un estrés. Gracias a su alta solubilidad
y pequefia interferencia en las rutas metabdlicas, también se les llaman solutos
compatibles. Segun la web DEOP (por sus siglas en inglés Drangon Explorer of Os-
moprotection Pathways) los osmoprotectores se pueden clasificar en tres clases:

1. Los que contienen compuestos cuaternarios de amonio y sus derivados.
Un ejemplo de estos compuestos son las poliaminas y betainas como
la glicina betaina.

2. Los que contienen aminodcidos y derivados como la prolina y ectoina.

3. Los que contienen azlcares y derivados, como son los oligosacaridos
(sacarosa, trehalosa, rafinosa, estaquiosa y verbascosa), fructanos (po-
limeros de fructosa, oligosacaridos o polisacaridos) y azlcares alco-
hol (polioles como glicerol, inositol, arabiol, maltitol, sorbitol, manitol y
D-ononitol).

Las especies de plantas de zonas templadas se aclimatan al ambiente durante
el otofio redirigiendo su metabolismo hacia la sintesis de moléculas crioprotec-
toras como son los azucares solubles (sacarosa, rafinosa, estaquiosa, trehalosa),
azucar-alcohol (sorbitol, ribitol, inositol) y compuestos nitrogenados de bajo peso
molecular (prolina, glicina, betaina). Ademas, también contribuye la sintesis de
proteinas dehidrinas, COR y HSPs (por sus siglas en inglés Heat Shock Proteins)
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con el fin de estabilizar los fosfolipidos y proteinas de membrana y las proteinas
citoplasmaticas, manteniendo las interacciones hidrofdbicas y la homeostasis,
la eliminacion de ROS; otros solutos son liberados del simplasto y sirven para
proteger la membrana plasmatica de la adhesion del hielo y subsiguiente rotura
celular comentada anteriormente (Hare, Cress and Van Staden, 1998; Iba, 2002;
Wang, Vinocur and Altman, 2003; Chen and Murata, 2008).

3.3.2 Prolina

La prolina es un aminoacido que como se ha visto anteriormente actla como osmo-
protector. Realiza multiples funciones en la célula, pero sobre todo juega un importante
papel en el ajuste osmodtico aumentando la capacidad de resistir la deshidratacion
celular. La prolina es capaz de acumularse en algunas especies como |os citricos
(Yelenosky, 1979, 1985; Kushad and Yelenosky, 1987b; Vu and Yelenosky, 1992, 1993)
en presencia de algunos estreses abidticos como la salinidad, sequia, encharcamiento
y estrés por temperatura (calor, frio y congelacion) (Kishor et al., 2005; Verbruggen
and Hermans, 2008; Szabados and Savouré, 2010; Verslues and Sharma, 2010; Anwar
Hossain et al., 2014; Kaur and Asthir, 2015; Saibi et al., 2015). La prolina realiza sus
funciones a nivel celular promoviendo la estabilizacidn de las estructuras subcelulares
y membranas, la estabilizacion de proteinas a la desnaturalizacion y la detoxificacion
y mantenimiento de las ROS (Kishor et al., 2005; Szabados and Savourég, 2010).

La prolina se sintetiza, principalmente, a partir del animoacido glutamato
(Figura 3), que es reducido en el citosol a glutamato-5-semialdehido (GSA) por
la pirrolina-5-carboxilatosintasa 1y 2 (por sus siglas en inglés P5CS1y P5SC2) y
espontaneamente se convierte en pirrolina-5-carboxilato (P5C). P5C reductasa
(P5CR) reduce el P5C en prolina. Sin embargo, el catabolismo de la prolina ocurre
en la mitocondria via prolina deshidrogenasa (PDH) que produce P5C de nuevo y
la delta 1-pirrolina-5-carboxilato deshidrogenasa (P5CDH) que convierte la P5C
en glutamato. Alternativamente, la prolina también se puede sintetizar por otra
ruta a partir de la ornitina, que se transamina en la mitocondria por la delta ornitina
aminotranferasa (dOAT) para producir GSA y P5C, que es entonces convertido en
prolina (Hare and Cress, 1997; Szabados and Savouré, 2010; Anwar Hossain et al.,
2014; Kaur and Asthir, 2015).

Pero para combatir varios de los estreses abidticos, el transporte del
aminoacido L-prolina es vital. El transporte de prolina a través de la membrana
plasmatica durante estrés abidtico se lleva a cabo por dos tipos de transportado-
res. El primero forma parte de la familia AAAP (por sus siglas en inglés amino acid/
auxinpermease) y el segundo APC (por sus siglas en inglés amino acid-polyamine
choline). Ademas, en A. thaliana se conoce una familia de transportadores (PROT)
relacionados con el transporte en estrés abidtico y cuya expresion esta asociado

Seccidén 3. Fundamentos de la respuesta a estrés por baja temperatura

19



normalmente al incremento de los niveles de prolina en el medio. En concreto,
el transportador AtPROT1 se expresa en condiciones de salinidad (Rentsch et
al., 1996), y se detecta en el floema de todos los érganos analizados, sugiriendo
un papel en el transporte de L-prolina a larga distancia (Grallath et al., 2005).
AtPROT?2 es principalmente responsable del transporte de N durante estrés por
sequia (Rentsch et al., 1996) y se encuentra en la epidermis y en el cortex de las
raices y también en hojas después del efecto “mordida”. La expresion de AtPROT3
se restringe a la epidermis de las hojas (Grallath et al., 2005).

El grupo de George Yelenosky (Yelenosky, 1985; Kushad and Yelenosky,
1987b; Vu and Yelenosky, 1992) ya postuld un importante papel de la prolina en
los citricos que habian sufrido estrés por bajas temperaturas, por lo que resulta de
gran interés comprobar qué ocurre durante la sintesis, degradacion y transporte.
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Figura 3. Representacion esquematica del metabolismo del aminodcido prolina y sus interacciones
con otras rutas metabdlicas (fuente propia).

3.3.3 Antocianos. Biosintesis, degradacion y regulacion

3.3.3.a Biosintesis y degradacion
Los antocianos no estan considerados como moléculas osmoprotectoras, pero

se sabe que tienen un importante papel en algunos estreses abidticos como es la
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baja temperatura dado su propiedad como antioxidante y de detoxificacién de ROS
(Zhang et al., 2018). Como hemos indicado al inicio de la introduccién, las varieda-
des de citricos pigmentadas resultan tener un alto contenido en antocianinas, y su
sintesis depende de la temperatura, lo que las hace de gran interés en este estudio.

Las antocianinas son pigmentos solubles en agua de la familia de los
flavonoides y que se relacionan en procesos como desarrollo, defensa y adap-
tacion a ambientes desfavorables como son el dafio por exceso de luz UV y frio
(Cai et al., 2020), como se ha indicado anteriormente.

Las antocianinas son glicésidos y acilglicdsidos de las antocianidinas y
su ruta de sintesis y degradacion es conocida ampliamente. Sin embargo, poco
se conoce sobre su regulacién. A continuacion, se describen dichos procesos.

Las antocianinas libres se sintetizan por la ruta secundaria de los flavo-
noides y sus enzimas de biosintesis se encuentran bien caracterizados. La sintesis
comienza a partir del aminodacido fenilalanina que pasa a acido trans-cindmico
por la eliminacién de un grupo amonio por la enzima PAL (por sus siglas en inglés
fenilalanina amonio liasa) (Figura 4). En los siguientes pasos tienen lugar 4 hidroxi-
laciones del acido trans-cinamico que genera acido p-coumarico y esto lo realiza
la enzima C4H (por sus siglas en inglés cinamato 4 hidroxilasa). A continuacién, el
acido p-cumarico se activa por la 4CL (por sus siglas en inglés 4-cumarato-CoA
ligasa). El primer enzima de la ruta de biosintesis de antocianinas es la CHS (por
sus siglas chalcona sintetasa) que condensa las moléculas de malonil-CoA y de
p-cumaronil-CoA (Figura 4b) para producir la narengin chalcona, que esta impli-
cada no solo en el proceso de biosintesis de antocianinas, sino que también en la
sintesis de compuestos fendlicos. Seguidamente, la narengina chalcona se isome-
riza por la CHI (por sus siglas chalcona isomerasa) a flavonona narengina, que a
continuacion se convierte en dihidrocamferol por la F3H (por sus siglas flavonona
3’-hidroxilasa). Este dihidrocamferol es el punto de partida de tres compuestos
mas, el dihidroflavonol, la hidroquercitina y la dihidromiricetina y que son el resul-
tado de las reacciones catalizadas por la F3'H y F3'5'H (por sus siglas flavonoide
3’ hidroxilasa y flavonoide 3’5’ hidroxilasa, respectivamente). Posteriormente la
dihidroflavonol 4-reductasa (por sus siglas DFR) puede reducir los dihidroflavo-
noles en sus respectivas leucoantocianidinas (leucopelargonina, leucocianidina
y leucodelfinidina). Finalmente, la antocianidin sintetasa (por sus siglas en inglés
ANS) convierte las leucoantocianidinas en antocianidinas aportandoles el color
caracteristico a cada una de las tres. Una vez formadas (pelargonidina, cianidina y
delfinidina) han de ser modificadas a su forma activa, asi pues la UDP-glucosa-fla-
vonoide glucosil transferasa (por sus siglas en inglés UFGT) cataliza la adicion
de una glucosa en la posiciéon 3-OH de las antocianidinas, incrementando asf su
hidrofobicidad y estabilidad (Lo Piero, 2015).
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La degradacion de antocianos viene marcada por diferentes factores
que hacen que el proceso de biosintesis cese. Estos procesos son principalmente
ambientales. La luz, la calidad de la luz y su intensidad son inductores de la ruta
de biosintesis de antocianos, ya que son unos potentes antioxidantes protectores
de los fotosistemas. Pero, al igual que la luz, en tabaco y pomelo, la oscuridad
también se ha visto que da lugar a la degradacion de antocianos (Y. Liu et al.,
2017; Rey et al., 2021).

Complejo MBW

CHI, CHS, F3H, DFR...

4-coumaroyl-CoA —> 4,24, 6 tetra hydroxychalcone

CHS
| cni
kaempferol naringenin
l F3H
FLS
dihidrokampferol myricetin
quercetin l F3'H T FLS
FLS dihydroquercetin——  dihydromirycetin
F3'5H
DFR l DFR l DFR
leucopelargonidin leucocyanidin leucodelphinin
lANS ANS l ANS
3GT 3GT 3GT
pelargonidin 3-O-glucoside cyanidin 3-O-glucoside delphinidin 3-O-glucoside

Figura 4. Representacién de la regulacion y ruta sintesis de antocianinas. a) esquema del complejo
MBW de activacion de los genes de sintesis de antocianinas. b) representacion esquematica de la
ruta de antocianinas y los genes que codifican a sus enzimas de sintesis; CHS (chalcona sintetasa),
CHI (chalcona isomerasa), FLS (flavonol sintetasa), F3H (flavonona 3*-hidroxilasa), F3’H (flavonoide 3’
hidroxilasa), F3’5°H (flavonoide 3’5’ hidroxilasa), DFR (dihidroflavonol 4-reductasa), ANS (antocianidin
sintetasa) y UFGT o 3GT (UDP-glucosa-flavonoide glucosil transferasa).
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Como se ha indicado anteriormente la temperatura es el otro factor
ambiental importante en el activacion y represién de la ruta de biosintesis de
antocianos. Al contrario que las bajas temperaturas, las altas temperaturas re-
primieron la expresion de los activadores de la ruta de biosintesis y/o indujeron
a los represores (Yamane et al., 2006; Rowan et al., 2009; Lin-Wang et al., 2011).

Las ruta de degradacion de antocianos tiene lugar por un primer paso de
eliminacién de la glucosilaciéon de los antocianos llevada a cabo por una enzima
B-glucosilasa (Behrens et al., 2018; Liu et al., 2018). A continuacioén, la ruta de
degradacion se diversifica en dos pasos que los llevan por un lado una enzima
polifenol oxidasa y por otro lado una peroxidasa vacuolar de clase Il (Behrens
et al., 2018; Liu et al., 2018). Poco se sabe sobre los genes que codifican para
dichos enzimas, ya que se trata de enzimas con familias génicas muy grandes
que dificulta la deteccién de su gen putativo en citricos.

3.3.3.b Regulacion de la ruta de sintesis de antocianos

También se considera de gran importancia la regulacion de la ruta de sintesis de
antocianos. Se sabe que existe un complejo llamado MBW que regula los genes
estructurales de la sintesis de antocianos (Figura 4a) (Stracke et al., 2007; Dubos
et al., 2010). Este complejo se compone de 3 factores de transcripcidén que son
un R2R3-MYB, un bHLH y un WD40, de ahi las siglas del complejo.

El factor de transcripcion R2R3-MYB asociado al complejo MBW esta
compuesto por un grupo de factores de transcripcién PAP1/MYB75, PAP2/MYB90,
MYB113 y MYB114 (Shi and Xie, 2014). De los anteriores factores, PAP1/MYB75 es el
factor de transcripcién esencial para la sintesis de la ruta en Arabidopsis ya que mu-
tantes para este gen dieron lugar a plantas acianicas (Shi and Xie, 2014). También
se vio que PAP2, MYB113 y MYB114 activaron los genes DFR y ANS (Shi and Xie,
2014) aunque de una manera no tan intensa como PAP1(Petroni and Tonelli, 2011).

Los factores bHLH que forman parte del complejo MBW son GL3, EGL3
y TT8 y juegan un importante papel modulando la biosintesis de antocianinas y
protoantocianinas (Baudry et al., 2004; Zhao and Dixon, 2009). Ambos GL3 y EGL3
pueden estimular la expresion del gen de biosintesis F3'H, pero EGL3 ademas se
ha visto que puede estimular los genes de la ruta DFR y ANS (Petroni and Tonelli,
2011). TT8 es necesario en silicuas y células endoteliales en Arabidopsis para una
expresion regular del gen DFR (Nesi et al., 2000).

El factor WD-40 del complejo lo compone el gen TTG1y hasta el mo-
mento es el Unico factor WD-40 que se conoce que se une al complejo MDW (van
Nocker and Ludwig, 2003). Se expresa de manera constitutiva en todos los tejidos
de la planta en desarrollo y ademas en algunas situaciones de cambios ambien-
tales a nivel transcripcional (Figura 4) (Cominelli et al., 2008; Olsen et al., 2009).
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El grupo de Cominelli (Cominelli et al., 2008), demostré que EGL3, PAP1
y TTG1 componen en complejo principal MBW e induce la ruta de biosintesis de
antocianos. A continuacion, este complejo activaria la expresion de TT8 que com-
petirfa con EGL3 por la unioén al complejo (Baudry, Caboche and Lepiniec, 2006).

3.3.4 Respuesta bioquimica a baja temperatura en citricos

En citricos también se ha demostrado que el aumento del contenido de osmo-
protectores es una respuesta conservada ante el estrés por baja temperatura, y
existen numerosos estudios que asi lo demuestran.

3.3.4.a Azucares y almidon

Alguno de los trabajos mas actuales y relevantes en la sintesis de azlcares y
almidén, se han obtenido en C. junos Sieb ex Tan (Jiang et al., 2021); se realizd
un estudio protedmico demostrando que la mayoria de las especies de protei-
nas diferencialmente presentes (DAPS por sus siglas en inglés) participan en el
metabolismo del almiddn y el metabolismo de la sacarosa basandose en las ba-
ses de datos de COG, KEGG y de analisis de interaccidon de proteinas. Asi pues,
vieron que la enzima almiddn sintasa (AOA067HGP7), la enzima ramificante alfa
1,4 glucan 1(AOA2H5PA48) vy la glucosa 1 fosfato adeniltransferasa (V4S776) se
acumulaban menos, mientras que la poligalacturonasa (AOA0O67H357) y la manitol
deshidrogenasa (AOA2H5Q4UOQ) se acumularon en mayor medida durante el estrés
por frio. Ademas, los datos fisiolégicos también demostraron que el contenido en
glucosa, fructosa y almiddn soluble incrementaron significativamente. Otro articulo
relevante es el realizado en el patron P. trifoliata donde se aisld el gen PtrBAM1y
se sobreexpreso en plantas de tabaco dando lugar a la degradacién de almidon,
incremento de maltosa y azUcares solubles, pero sin embargo, su homdlogo de
Citrus limon, no respondid (Peng et al., 2014). Ademas, analisis bioinformaticos y
llevados a cabo por Yeast one-hybrid mostraron que en el promotor de PtrBAM1
hay una zona de reconocimiento del gen PtrCBF (Peng et al., 2014).

3.3.3.b Prolina

El aminoacido prolina ademas de otorgar la tolerancia a frio, se ha visto que resulta
de gran ayuda para la seleccion de genotipos tolerantes (Rai and Penna, 2013;
Abouzari, Solouki, Golein, Fakheri and Sabouri, 2020; Abouzari, Solouki, Golein,
Fakheri, Sabouri, et al., 2020; Primo-Capella et al., 2021). En dos trabajos realizados
por Abouzar Abouzari seleccionan a través de resultados fisiolédgicos y seleccion de
2 marcadores moleculares en los cromosomas 5y 8 (CT21y GT03, respectivamente)
dos marcadores asociados al contenido de prolina (Abouzari, Solouki, Golein, Fakheri
and Sabouri, 2020; Abouzari, Solouki, Golein, Fakheri, Sabouri, et al., 2020).
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3.3.3.c Antocianos

La respuesta a frio de sintesis de antocianos es ampliamente conocida y conser-
vada en citricos, y existen numerosos trabajos que muestran este hecho, donde
ademas de medir la concentracion de antocianos y flavonoides cuantifican la
expresion de los genes de biosintesis comparandola entre varios genotipos de
citricos (Sanchez-Ballesta et al., 2000; Lo Piero, Puglisi and Petrone, 2006; Crifd
et al., 2011; Mohammadian, Mobrami and Sajedi, 2011; Perotti et al., 2015; Mo-
hammadrezakhani et al., 2019a; Sicilia et al., 2020) . El grupo de Angela Roberta
Lo Piero se ha dedicado al analisis de la ruta de sintesis de antocianos en citricos.
Uno de sus trabajos se centra en el analisis del transcriptoma de la variedad pig-
mentada de citricos Tarocco Sciara (Crifo et al., 2011). En dicho trabajo observaron
que el incremento en los transcritos que intervienen en la actividad de reorgani-
zacion de los lipidos de membrana principalmente dirigida hacia la saturacion de
lipidos, codificd para enzimas que formaban parte de mecanismos de defensay
con funciones de proteccion frente al dafio oxidativo, proceso de ajuste osmatico,
asi como algunos genes implicados en el metabolismo primario y secundario. En
particular, los resultados mostraron que el estrés por frio induce modificaciones
indudablemente hacia el aumento de la ruta de biosintesis de antocianos y flavo-
noides y proponen que el aumento de antocianinas sujeto a estrés por frio puede
contribuir al control celular del potencial osmotico (Crifo et al., 2011).

3.4 Respuesta hormonal

3.4.1 Acido abscisico
En plantas superiores, el ABA regula varios aspectos del crecimiento de la planta
como son el desarrollo de las semillas y la maduracién, la germinacién y el cierre
estomatico (Chater et al., 2011; Finkelstein, 2013). Ademas, el ABA es necesario
en la activacién transcripcional de los genes que intervienen en la respuesta
a deshidratacién, baja temperatura y otros estreses (Verslues and Bray, 2006;
Nakashima, Ito and Yamaguchi-Shinozaki, 2009). La activacién de los genes de
respuesta de ABA conducen a la sintesis de proteinas pertenecientes a diferentes
familias, incluyendo proteinas cloroplasticas que intervienen en la realizacion de la
fotosintesis y produccion y detoxificacion de ROS (Rook et al., 2006). Otros genes
regulados por ABA codifican para factores de transcripcién, chaperonas, enzimas
de sintesis de osmolitos, proteinas LEA y proteinas COR (Bray, 1997; Thomashow,
1999; Finkelstein and Gibson, 2002; Vishwakarma et al., 2017).

La respuesta a ABA se induce por la activacion de varias proteinas ki-
nasas incluyendo la SnRK2s, CPK3, SOS2, CIPK24 y CIPK23 en Arabidopsis y
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MdCIPk22 en manzano, los cuales afectan los cambios en la fosforilacion de
multiples reguladores aguas abajo (Guo et al., 2001; Boudsocq et al., 2007; Ho et
al., 2009; Lin et al., 2009; Mehlmer et al., 2010; Umezawa et al., 2013; Wang et
al., 2013; Ding et al., 2015, 2018; Ma et al., 2019).

Una vez tiene lugar la union entre el ABA y sus receptores, PYL interac-
ciona con las PP2Cs del tipo A que a su vez libera la inhibicién de las SnRK2.2/3/6
(Y. Huang et al., 2014; S. Lee et al., 2015; Saruhashi et al., 2015; Stevenson et al.,
2016; Hwang et al., 2018; Nguyen et al., 2019; Shinozawa et al., 2019).

El aumento de la concentracion de la hormona ABA se correlaciona con
un aumento en la biosintesis de ABA en Arabidopsis y arroz (Baron, Schroeder and
Stasolla, 2012; Maruyama et al., 2014), y ocurre en respuesta al estrés por frio en
diversas especies. La aplicacion exdgena de ABA promueve tolerancia al estrés
por bajas temperaturas y los mutantes de ABA exhiben la resistencia alterada. Sin
embargo, se piensa que el ABA no actla a nivel de expresion de los genes CBF
sino que ejerceria el control aguas arriba (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki,
2000; Chen et al., 2010; Liu et al., 2010; Hua et al., 2013; Nakashima, Yamagu-
chi-Shinozaki and Shinozaki, 2014; Ding et al., 2015; Lee and Seo, 2015).

3.4.2 Acido Jasménico

El 4cido jasmonico (por sus siglas JA) es una hormona gue interviene en estreses
de tipo bidtico y abidtico, y se piensa que reprime el crecimiento en presencia
de estrés por frio. El JA es una hormona del tipo oxilipina, cuya concentracién
aumenta en estrés por frio en diferentes especies de plantas incluyendo maiz,
arroz y Arabidopsis (Kosova et al., 2012; Du, Liu and Xiong, 2013; Hu et al., 2013;
Maruyama et al., 2014). El incremento de la concentracion de JA se correlaciona
con el incremento de expresion de los genes de biosintesis en Arabidopsis y arroz
(Du, Liu and Xiong, 2013; Hu et al., 2013) y la represién de los genes que codifi-
can para los genes que intervienen en el catabolismo de JA en arroz (Du, Liu and
Xiong, 2013). Una vez aumenta la concentracién de JA se produce la unién con
su receptor COI1y se inicia la sefializacién por ubiquitinacién, y de este modo, se
estimula la degradacién dependiente del proteasoma de las proteinas JAZ, que
reprimen la expresion de los genes de respuesta a JA. La aplicacion exdégena de
JA aumenta la induccion de los CBF y los genes aguas arriba de los CBF después
del tratamiento a bajas temperaturas y promueven asi la tolerancia, al igual que
ocurre con el ABA. En Arabidopsis se piensa que los represores JAZ1y JAZ4 inte-
raccionan directamente con los factores de transcripcion ICETy ICE2 para reprimir
directamente su efecto (Hu et al., 2013). Ademas, se ha visto mediante un ensayo
de microarray en plantas mutantes coil que se ven alterados algunos genes COR
correspondientes a la ruta CBF-independiente (Hu et al., 2013).
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3.4.3 Respuesta hormonal bajo estrés por baja temperatura en citricos

En citricos expuestos a baja temperatura se ha visto que también estan afectados por
las hormonas ABA 'y JA, y varios son los estudios que se han realizado en los que esta
implicada la respuesta a frio (Liu et al., 2010; Xian et al., 2014; He et al., 2016; Ouyang
et al., 2019). Ademas, existen varios trabajos en citricos donde la aplicacién de ABA
externo tuvo su efecto frente a la baja temperatura.. Uno de ellos donde los resultados
indicaron que la aplicacion de ABA foliar a los citricos efectivamente incrementd la
tolerancia durante el evento de congelacion que tuvo lugar, pero no lo hizo a través
de la aplicacion de ABA en el suelo (Melgoza et al., 2014). Posteriormente, se realizd
otro experimento de aplicacion de ABA comparando P. trifoliata vs. Citrus limonia 'y
se vio que las hojas pretratadas con ABA expuestas a bajas temperaturas pueden
reducir el dafio de la membrana significativamente. Sin embargo, el pretratamiento de
ABA en presencia de frio estuvo influenciado de manera irregular en la peroxidacion
de lipidos y en la actividad de enzimas antioxidantes (Hua et al., 2013).
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4. HIPOTESIS

De acuerdo con lo expuesto, nuestra hipdtesis de trabajo fue que la tolerancia a
bajas temperaturas mostrada por los genotipos tolerantes de algunos patrones
de citricos podria transmitirse a la variedad.

Para probar esto hemos determinado:

Asi pues,

La respuesta fisioldgica de los patrones de citricos a estrés por bajas
temperaturas a largo término.

. La influencia de diferentes osmoprotectores en la respuesta a frio por

bajas temperaturas a largo término.

. Respuesta transcriptdomica a bajas temperaturas a largo término.
. Perfil transcriptémico de genes de tolerancia a estrés por bajas tempe-

raturas a tiempos cortos.

. Efecto del patrén en frutos de variedades pigmentadas expuestos a

bajas temperaturas.
hemos realizado experimentos con el fin de obtener:

Informacion sobre la respuesta fisioldgica, bioquimica y transcriptdmica
de la tolerancia transmitida a la variedad a largo término de estrés.

- Un protocolo rapido a tiempos cortos para el cribado de nuevos patrones

de citricos tolerantes a bajas temperaturas.

- Demostracién del efecto del patrén en variedades pigmentadas en con-
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CAPITULO

Estrés por frio
a corto plazo

1. OBJETIVOS 1. Definir la mejor manera de inducir la
respuesta a bajas temperaturas en plantulas
de patrones de citricos.

2. Determinar la expresion de genes de
respuesta frente a baja temperatura en
patrones de citricos que tiene lugar en las
primeras horas de exposicion.

3. Integrar dichos genes en un programa de

seleccidn de patrones de citricos tolerantes
a la baja temperatura.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Material vegetal y condiciones de crecimiento

Se emplearon semillas de citrange Carrizo, C. macrophylla y P. trifoliata Rubidoux
a las que se les elimind la testa y parcialmente el tegmen con el fin de no dafiar
el embrién. Posteriormente se esterilizaron durante 15 min al 2% v/v de una so-
luciéon comercial de lejia (0.5 M de NaClO) y se aclararon con 3 lavados de agua
destilada previamente autoclavada a 120 °C durante 20 min. A continuacién, se
transfirieron a un medio de crecimiento (5 mM KNO,, 5 mM Ca (NO,),, 4 mM
MgSO,, 0.6 mM KH,PO,, 0.7 uM MoQ,, 9 uM MnCl, - 4H,0, 18 uM Zn SO,- 7H,0,
0.40 uM CuSO,-5H,0, 43 uM Fe-EDDHA), se justé el pH a 5.8 con KOH y se afia-
dié 0.4% de Plant Agar (Duchefa, 2031 BHaarlem, The Netherlands). El medio de
crecimiento se autoclavé y se distribuyod en tubos de 150 x 25 mm (40 mL por
tubo), posteriormente se sembraron las semillas (una por tubo) que germinaron
en una camara de crecimiento (Sanyo MCR-350H, Sanyo Electric Biochemical Co,
Japan) a 24/22 °C de temperatura 16h luz /8h de oscuridad respectivamente y
250 umol m-? s-' de densidad de flujo de fotdn fotosintético.

2.1.1 Experimento 1

Después de 8 semanas de crecimiento, se procedio al tratamiento a 4 °C durante
0 (CT, Control), 4, 8, 24 y 96 horas con un fotoperiodo de 16 h luz /8h de oscuridad
de los genotipos C. macrophylla (sensible al frio) y P. trifoliata (tolerante al frio).
Para cada genotipo y tiempo se emplearon 5 réplicas bioldgicas de un ‘pool’ de 2
plantas cada uno, empleando en total 50 plantas por cada genotipo.

2.1.2 Experimento 2

Después de 8 semanas de crecimiento se procedié al tratamiento de los genotipos
citrange Carrizo, C. macrophylla'y P. trifoliata a 4 °C con un fotoperiodo de 16h
luz /8h de oscuridad durante 5 dias. Las plantas CT (Control) se mantuvieron en
las condiciones de crecimiento. Tras el tratamiento de frio, las plantas se pasaron
a una camara de aclimatacion a 24/22 °C de temperatura 16h luz /8h donde es-
tuvieron durante 0, 5, 10 y 24 horas hasta la recogida de muestras. En este caso
para cada tiempo se contd con 5 réplicas bioldgicas y un ‘pool’ de 2 plantas por
réplica bioldgica con un total de 50 plantas por genotipo.
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2.2 Obtencion de los genes putativos

Todos los genes putativos en citricos fueron consultados en A. thaliana, y fueron
chequeados en “The Arabidopsis Information Resource web” (TAIR) https://www.
arabidopsis.org/. Se realizd un tBLASTtn para Citrus clementina en la pagina del
Consorcio Internacional del Genoma de Citricos, Phytozome (https://phytozome.
jgi.doe.gov/pz/portal.ntml) (Goodstein et al., 2012) (Tabla 1).

Tablal. Oligonucledtidos obtenidos para la cuantificacion de la expresion génica de los siguientes

genes putativos.

Nombre GeneBank Phytozome? Oligos 5'- 3’
Respuesta frio
CAMTA1 LOC18034255 Ciclev10027833m FOR 5 TTCCCGTGAAACCAAGGAGTC 3’
REV 5 CAGACATGAAGGTGTCATCATCCAA 3
CAMTAS3 LOC18035748  Ciclev10024764m FOR 5 TCAGTATCCAGAAGCGAGGGATC 3
REV 5 TCTGCGTTGCTCAGAGCCAT 3’
CAMTAS LOC18031834  Ciclev10004273m FOR 5 GAAGAATATCGGAGGATGAAGCTGG 3
REV 5" CCATATCTGGGTCAAGTAGCCT REV &
ICET LOC18051975  Ciclev10015052m FOR 5 GCCTTGGGTTGGACATTCAGCAG 3’
REV 5 CTGCTTGGGCAAGACATCCTGG 3
CBF1 LOC18033409  Ciclev10007068m FOR 5 TGGGATGCCCAGATTGTTG 3
REV 5’ CCTCCACAATTAGACTGAGGTGGT 3
COR413IM1 LOC18053244  Ciclev10016585m FOR 5 CTCTTGGTTATTGTGGCTCCTCATC 3
REV 5 TGGCAACAACTGAACCTTGCTC 3
Ruta sintesis de Prolina
P5CS1 LOC18044634  Ciclev10030839m FOR 5 AAGGAAGCGGGCAAGTGGT 3’
REV 5 CCTCGTGGATGTATTCGACCC 3’
P5CS2 LOC18038188  Ciclev10011176m FOR 5 ATCCTGAGCGTCCCTTCTTC 3’
REV 5 CCATCTACGACGTGTCCATTCC 3’
d-OAT LOC18051867  Ciclev10015647m FOR 5 TCAAGGAGAGGCTGGGGTTA 3
REV 5" CGAACTTCTTCCCAATCAGAGG 3’
PROT1 LOC18043556  Ciclev10031324m FOR 5 TGGCTGGGAGTTTCAACAGTTCTC 3’
REV 5 CAAACACCAGATTAGCACATGCCC 3’
PROT2 LOC18047579  Ciclev10020150m FOR 5 CTGGGCTTACGGCTCCAGTGTATC 3’

Genes de referencia

REV 5" GTGTCAAGGGTCTCGTAAACTGGCG 3

UBC4 ATUBC4 Ciclev10009771m FOR 5 TGGACGCTTCAGTCTGTTTG &
REV 5 TCGTCAATCACCCCTTCTTT &
ACTIN B-ACTIN Ciclev10025866m FOR 5 CAGTGTTTGGATTGGAGGATCA 3’

REV & TCGCCCTTTGAGATCCACAT 3’

2| a anotacién se muestra en formato proveniente del GeneBank y Phytozome, https://www.ncbi.nlm.

nih.gov/nucleotide/ and https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html.
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2.3 Aislamiento de RNA y cuantificacion génica por RT-qPCR

Las muestras de hoja se recogieron, se introdujeron en N, liquido y se almace-
naron a -80 °C. ElI RNA se extrajo a partir de 100 mg de tejido con el Kit RNase
Plant Mini Kit (Qiagen) con el tampdn RLT- B-mercaptoethanol (SigmaAldrich). La
contaminacién con DNA gendmico se elimind con el Kit RNase-Free DNase Set
(Qiagen, CA, USA) a partir de digestién en columna, acorde a las instrucciones
del fabricante. EI RNA purificado (1 ug) fue empleado para realizar la reaccién de
transcripcion reversa con la enzima (SuperScript Ill Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA) en un volumen total de 20 ul. EI cDNA copia se diluyé 50 veces y se
emplearon 2 ul como molde para la reaccion de RT-PCR en un volumen final de 20
ul. La reaccién de RT-PCR cuantitativa se realizdé en un termociclador StepOnePlus
Real-Time PCR System (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) empleando la po-
limerasa Ex Taq (TliRNase H plus) (Takara Europe, S.A.S, Saint Germain en Laye,
FR) con el intercalante TB Greenpremix. El programa de PCR consistio en 10 min
a 95 °C, seguido de 40 ciclos de 15 seg a 95 °C, y 1 min a 60 °C. La especificidad
de la reaccion la otorg6 la presencia de un solo pico en la curva de disociacién y
a través de estimaciones en el tamafio del producto amplificado que se comprobd
a partir de una electroforesis de agarosa. Los transcritos de los genes CiclevActin
y CiclevUBC4, amplificados con oligonucleétidos especificos, se usaron como
genes de referencia (Tabla 1) (Aglero et al., 2014; Estornell et al., 2016) y los
calculos de ANOVA simple y regresion lineal se realizaron con los valores de CT
para examinar la variacidén de nuestros genes de referencia (Brunner, Yakovlev
and Strauss, 2004). El factor de normalizacion de los genes de referencia se
calculd por el valor de la media geométrica de ambos genes (Brunner, Yakovlev
and Strauss, 2004). La expresion relativa se midio por el procedimiento de curva
estandar con cinco puntos de dilucion (Pfaffl, 2001). Los resultados se realizaron
con la media de las tres muestras bioldgicas independientes con tres réplicas
técnicas de cada una de ellas.

2.4 Analisis estadisticos

Los datos de los experimentos de RT-gPCR (en adelante RT-PCR) resultaron de
la media y desviacidn standard de tres muestras bioldgicas con un ‘pool’ de dos
plantas por muestra bioldgica y tres réplicas técnicas por muestra biolégica (n=6
por genotipo y tiempo). Los resultados de la cuantificacion del aminoacido prolina
resultaron de la media y desviaciéon de cinco muestras biolégicas con un ‘pool’ de
dos plantas por muestra biolégica (n=10 por genotipo y tiempo). Los resultados
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se analizaron mediante un andlisis de la varianza (ANOVA) usando el Statgraphics
Centurion versién 16.1 (Statical Graphics, Englewood Cliffs, NJ, USA). Se utilizd
el estadistico ANOVA con el método LSD (diferencias minimas de significancia)
al P < 0.05.

3. RESULTADOS

3.1 Experimento 1

3.1.1 Respuesta génica a la baja temperatura en tiempos cortos

Se cuantificé la expresién de los genes de respuesta a baja temperatura que se
conocen que son clave en los primeros momentos de exposicion a frio. Estos ge-
nes de respuesta se muestran en la Figura 5 a-f para los genotipos de P. trifoliata
(en adelante PON) y C. macrophylla(en adelante MAC) sin injertar. Los genes
CAMTA (Figura 5a-5c), considerados como “cold shock genes” aumentaron de
manera discreta, aunque con diferencias entre ambos patrones. CAMTAT aumento
la expresion con el tiempo en ambos patrones siendo del doble a las 56 horas de
exposicién con respecto al tiempo 0, aungue no hubo diferencias entre patrones.
La expresién de CAMTA3 fue mayor a partir de las 56 horas de exposicion a baja
temperatura en plantulas de PON siendo significativamente 3 veces mayor que
en plantulas MAC. La expresién de CAMTA5 no fue del todo concluyente para
ambos patrones, aunque a las 8 horas de frio las plantulas de PON tuvieron una
expresion 2 veces mayor que las plantulas de MAC. Los resultados del factor
de transcripcion ICET resultaron también ser discretos. Después de 4 horas de
exposicion a frio, la expresién aumenté en ambos patrones, de 1a 1.5 veces en
PON vy de 0.25 a 0.6 veces en MAC con respecto al tiempo 0. En ambos casos la
expresién se reprimié a tiempos posteriores. La expresion del gen putativo CBF1
resultd mas interesante para el patron PON, ya que aumentd sobre 9 veces a las
4 horas de frio con respecto al tiempo inicial, y 4 veces después de las 56 horas
de exposicion. Sin embargo, las plantulas del patrén MAC no indujeron la res-
puesta a frio a través del gen CBF1 o dicha induccién no fue detectada. La Figura
5f, muestra la expresion del gen de respuesta COR413 IM1 que se activa por los
factores de transcripcién CBF. En plantulas de PON la expresion se reprimioé 4
veces a las 4, 8 y 24 horas de frio con respecto al tiempo inicial. Sin embrago, la
expresién aumenté de nuevo a las 56 horas de frio. El patrén MAC no cambié su
expresion con el tiempo.

Seccién 3. Resultados

34



3.0 1 20

CAMTA1 a a CAMTA3 ab a b
—e— PON abc " abc ab
254 _o— mAC
164
2.0 47
bc
ab 124
cd
1.5 4 104
abc
08
1.0 4 abc
bed 06
d c
05 . . . . : 04 : : : : :
0 4 8 24 56 0 4 8 24 56
22 -
© ,,| CAMTAS5 c ICET @ d
2 PON a 154 ab
© 154 MAC ab ab
[ b ab
c 61 ab a
L 104
= 14
O ab
O 124
[
S 1o 05
» b
g 0.8 4
X 0.0 b ab
Ll 061 b ab b b ab b b
0.4 T
0 4 8 24 56 0 4 8 24 56
16
“1 CBF1 a e ol CORA413 f
29 e ' a
1.2
10 4
1.0
8
0.8 4
6
ol 06 -
24 04 A
04 02 A
2 : : : : : 00
0 4 8 24 56
Horas

Figura 5. Expresion relativa de los genes putativos de respuesta a baja temperatura. Plantulas de
P. trifoliata (PON) y C. macrophylla (MAC) de 2 meses se sometieron a 4 °C durante 0, 4, 8, 24 y 56
horas. a, b y ¢) corresponde a los genes putativos CAMTAT (LOC18034255), CAMTAS3 (LOC18035748)
y CAMTA5 (LOC18031834). d y e) corresponden a los factores de transcripcion centrales de la res-
puesta a frio ICET (LOC18051975) y CBF1 (LOC18033409). f) expresidn del gen putativo COR413 IM1
(LOC18053244). Los valores mostrados representan la media + DS entre 3 réplicas bioldgicas (n=3) y
3 réplicas técnicas. Las letras indican el efecto del tratamiento a diferentes tiempos que se probé con
un test LSD del ANOVA multiple.
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3.1.2 Expresion génica de la ruta de sintesis y transporte del aminoacido prolina
y su cuantificacion a tiempos cortos de exposicion a baja temperatura

Como hemos indicado previamente, la cuantificacion de la expresidn génica de
la ruta de sintesis de la prolina y la cuantificacién de su concentracién en hoja se
determind como método rapido de rastreo de patrones tolerantes. A continuacion,
en la Figura 6 se muestran los resultados obtenidos. Los dos genes principales de
sintesis de prolina en situaciones de estrés (Figura 6a 'y 6b) son P5CSTy dOAT. La
expresion relativa de P5CS1 (Figura 6a) aumentd en ambos casos con el tiempo
de exposicién siendo significativamente mayor la expresion a las 24 horas de
exposicion en el patrén sensible MAC con una induccion de 2 veces respecto a
su control a las 0 horas de frio. El gen putativo dOAT (Figura 6b) también tuvo
la tendencia de aumentar con el tiempo alcanzando un pico a las 24 horas en el
patron MAC, significativamente mayor que PON, con un aumento de expresion de
1.6 en tiempo 0 hasta 2.5 a tiempo 24 horas. Sin embargo, después de 56 horas
de exposicion a baja temperatura disminuyd en ambos casos.

También se cuantificd la expresion relativa de los dos transportadores
putativos de prolina PROT1y PROTZ2 (Figura 6¢ y 6d). La expresion de PROT1
(Figura 6¢) comenzd a aumentar después de 56 horas de exposicion a baja tem-
peratura. A las 56 horas de frio, PON aumentd significativamente su expresion
en 3 veces mientras que en el patron MAC aumenté el doble de expresién a las
56 horas. En el caso de PROT2 (Figura 6d), la expresion fue disminuyendo con el
tiempo en el patrén MAC hasta 4 veces a las 56 horas. En cambio, el patrén PON
no cambio la expresién del transportador de prolina PROTZ2.

En la concentracion de prolina en hoja no se observé una tendencia clara
para ambos patrones en estas condiciones de estrés, probablemente debido a
que los tiempos evaluados resultaron demasiado cortos para poder detectar una
subida en la concentracién de osmolitos.
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Expresién génica relativa

Figura 6. Expresion relativa de los genes putativos de la ruta de sintesis y transporte de prolina. Plan-
tulas de P. trifoliata (PON) y C. macrophylla (MAC) de 2 meses se sometieron a 4 °C durante 0, 4, 8,
24y 56 horas. a y b) corresponden a los genes putativos de sintesis de prolina P5CS1 (LOC18044634)
y dOAT (LOC18051867). c y d) corresponden a los transportadores de prolina PROT1 (LOC18043556)
y PROT2 (LOC18047579). e) Cuantificaciéon del aminoacido prolina en hojas. Los valores mostrados
representan la media = DS entre 3 réplicas bioldgicas (n=3), 5 réplicas para la cuantificacion de prolina
(n=5) y 3 réplicas técnicas para ambos. Las letras indican el efecto del tratamiento a diferentes tiem-
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3.2 Experimento 2

3.2.1 Expresion Relativa de genes putativos de respuesta a baja temperatura
después de un periodo de aclimatacion

Al igual que se realizd en el ensayo a tiempos cortos, queriamos ver qué ocurria
con los genes de respuesta temprana durante el tiempo de aclimatacion, espe-
rando ver su induccién y comprobar el tiempo que tarda en desaparecer dicha
induccion y ver la diferencia entre los patrones. Asi pues, la Figura 7a muestra la
expresion del gen putativo CAMTAT, el cual no mostré diferencias significativas
entre los patrones. Su expresion tuvo un incremento de expresion del doble a tiem-
po 0y 5 horas de aclimatacion, y después de 10 horas volvié a los valores control.
La expresion del gen putativo CAMTA3 (Figura 7b) tuvo una respuesta similar a
la de CAMTAT, aunque su expresién tardd mas en alcanzar los valores control en
los tres patrones. La expresion del gen putativo CAMTAS (Figura 7¢c) aumenté en
casi 9 veces de una manera significativa en el patrén PON después de los 5 dias
expuesto a la baja temperatura a tiempo 0 de aclimatacién. En los patrones CAR 'y
MAC este incremento no fue tan alto, de modo que en CAR la expresion aumenté
5 veces y en MAC aumento en 3.5 veces. Sin embargo, la expresion a las 5 horas
de aclimatacién descendid, alcanzando los valores control a las 10 horas de acli-
matacién en los tres patrones. Como en el experimento anterior, la expresion de
ICE1 (Figura 7d) no resultd concluyente. La expresion de ICET después del trata-
miento de frio, a los 0 dias de aclimatacidn, resulté reprimida en los patrones PON
y CAR. Sin embargo, la expresién del patron MAC no cambid en el tiempo. El gen
putativo CBF1, factor de transcripcién central de la respuesta a frio (Figura 7e),
tuvo un patrén de expresion muy interesante, ya que después del tratamiento de
5°C, a tiempo 0 de aclimatacidén, su expresion aumentd significativamente en los
patrones PON y CAR en 27 y 20 veces respectivamente con respecto al control
sin frio, mientras que en MAC la expresién no cambid. Con el proceso de aclima-
tacioén, la expresién de CBF1 disminuyd a valores de control en los tres patrones.
El gen putativo COR413 IM1(Figura 7f) aumentd en 9 veces su expresion durante
la aclimatacion con respecto a las plantas sin tratamiento, a tiempos 5 y 10 horas.
Sin embargo, los patrones CAR y MAC aumentaron la expresion a las 10 y 24 horas
de la aclimatacion cerca de 2 veces en los dos patrones.
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Figura 7. Expresion relativa de los genes putativos de respuesta a baja temperatura. Plantulas de P.
trifoliata (PON), citrange Carrizo (CAR) y C. macrophylla (MAC) de 2 meses se sometieron a 4 °C du-
rante 5 dias, y posteriormente se llevaron a aclimatar durante 0, 5, 10 y 24 horas a una temperatura de
24/22 °C y un fotoperiodo de 16h luz /8h oscuridad. a, b y ¢) corresponden a los genes putativos CAM-
TA1 (LOC18034255), CAMTA3 (LOC18035748) y CAMTAS5 (LOC18031834). d y e) corresponden a los
factores de transcripcion centrales de la respuesta a frio ICET (LOC18051975) y CBF1 (LOC18053244).
f) expresion del gen putativo COR413 IM1 (LOC18053244). Los valores mostrados representan la me-
dia = DS entre 3 réplicas bioldgicas (n=3) y 3 réplicas técnicas. Las letras indican el efecto del trata-
miento a diferentes tiempos que se probd con un test LSD del ANOVA multiple.
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3.2.2 Expresidn génica de la ruta de sintesis y transporte del aminoacido prolina
y su cuantificacidn a baja temperatura después de un periodo de aclimatacion
También quisimos evaluar qué ocurria en la ruta de sintesis y transporte de prolina
durante el proceso de aclimatacién. El gen de sintesis P5CST (Figura 8a) aumentd
su expresion 5 veces respecto al control a los tiempos 0, 5y 10 horas de aclima-
tacion en el patrén PON. Después de 24 horas de aclimatacion, la expresion de
P5CS1 en PON disminuyd a valores iniciales. El patréon CAR aumentdé en 4 veces
su expresion a las 0 horas de aclimatacién y disminuyd hasta valores control a
las 10 horas de la aclimatacién. El patron MAC aumentd la expresion durante la
aclimatacion alcanzando un maximo después de 10 horas. El gen putativo de sin-
tesis de prolina dOAT (Figura 8b) aumentd progresivamente entre 2 y 3 veces su
expresién en PON y CAR alcanzando un maximo a las 10 horas de aclimatacion. El
patron MAC sin embargo tuvo un patron de expresion muy diferente a PON y CAR,
ya que aumentd la expresion de dOAT en 6 veces a las 5 horas de aclimatacion y
fue disminuyendo su expresion hasta valores iniciales a las 24 horas de la aclima-
tacién. A continuacion, se muestra la expresién del transportador putativo PROT1
que esta relacionado con el transporte de prolina a larga distancia, o transporte
floematico, y el trasportador PROTZ2 que estaria relacionado con el transporte de
prolina especifico de raiz. La expresion del gen putativo PROTT (Figura 8c) también
tuvo un patréon de expresion muy diferente entre MAC y los dos patrones tole-
rantes PON y CAR. La expresion del transportador en CAR y PON fue progresiva
y alcanzé un maximo de cerca de 3 veces a las 5 horas en CAR y a las 10 horas
de aclimatacion en PON. Sin embargo, en el patrén MAC aumentd la expresion
en 6 veces a las 0 horas de aclimatacion con respecto a su control. El gen del
transportador PROT2 (Figura 8d) reprimio su expresion con el tratamiento a baja
temperatura en CAR y MAC y recuperé a las 24 horas de aclimatacién sus valores
iniciales. Sin embargo, el patrén PON no cambid su expresion durante el ensayo,
siendo su expresion relativa cercana a 0. Finalmente, en la Figura 8e se muestra la
concentracién del aminoacido prolina en las hojas. Dada la expresion de los genes
de sintesis de prolina, tanto P5CS7y dOAT, esperariamos una mayor concentra-
cion de aminoacido prolina en hojas de PON que en CAR o MAC. Sin embargo, la
concentracion de prolina fue mayor en el patron MAC de manera significativa en
el control, a tiempo 0 y a tiempo 5 horas de aclimatacion. Después de 24 horas
de aclimatacion la concentracion del aminoacido prolina fue significativamente
mayor en PON que en los patrones CAR y MAC.
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Figura 8. Expresién relativa de los genes putativos de la ruta de sintesis y transporte de prolina.
Plantulas de P. trifoliata (PON), citrange Carrizo (CAR) y C. macrophylla (MAC) de 2 meses se some-
tieron a 4 °C durante 5 dias y posteriormente se llevaron a aclimatar durante 0, 5, 10 y 24 horas a una
temperatura de 24/22 °C y un fotoperiodo de 16h luz /8h oscuridad. a y b) corresponden a los genes
putativos de sintesis de prolina P5CS1 (LOC18044634) y dOAT (LOC18051867). ¢ y d) corresponden
a los transportadores de prolina PROT1 (LOC18043556) y PROT2 (LOC18047579). e) Cuantificacion
del aminodcido prolina en hojas. Los valores mostrados representan la media = DS entre 3 réplicas
bioldgicas (n=3) para la cuantificaciéon génica y 5 réplicas para la cuantificacién de prolina (n=5) y 3
réplicas técnicas para ambos. Las letras indican el efecto del tratamiento a diferentes tiempos que se
probd con una prueba LSD del ANOVA mudiltiple.
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Como se ha indicado anteriormente, la expresion de los transportadores se ha
visto acotada a ciertos tejidos o ciertas funciones. Estudios previos indican que
el transportador PROT1 se expresa en floema por lo que se asocia al transporte a
larga distancia. Sin embargo, el transportador PROT2 se expresa principalmente
en raices. Asi pues, se determind la expresion de los genes putativos PROTTy
PROT?2 en las raices (Figura 9). En el gen putativo PROTT (Figura 9a), la expre-
sion en CAR, MAC y PON no resultd ser del todo clara ya que cada genotipo
obtuvo un patron de expresién muy diferente. En MAC la expresidn génica fue
muy baja en general, aunque a tiempo 0 horas aumentd su expresion en 5 veces
y posteriormente se mantuvo a niveles de expresion del control. El patrén MAC
se reprimié 10 veces con el tratamiento de frio a O horas de expresion. El patrén
PON mantuvo su expresion a lo largo del ensayo. En el caso de la expresion del
gen putativo PROT2 (Figura 9b) el patrén MAC no tuvo cambios de expresion. El
patrén CAR aumento la expresion 3 veces con respecto a su control a las 5 horas
de aclimatacidn, aunque sin ser significativo respecto a MAC. Sin embargo, PON
no aumenté en gran medida la sintesis de transportador durante el tratamiento
de baja temperatura, pero se observd que el nivel basal de expresién génica era
cerca de 5 veces mayor que las raices de los otros dos genotipos. Finalmente, la
cuantificacién del aminoacido prolina en raices no arrojo resultados significativos,
ya gue no cambid con el tiempo.
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Figura 9. Expresion relativa de los genes putativos PROT1 (LOC18043556) y PROT2 (LOC18047579)
en raices. Plantulas de P. trifoliata (PON), citrange Carrizo (CAR) y C. macrophylla (MAC) de 2 meses
se sometieron a 4 °C durante 5 dias y posteriormente se llevaron a aclimatar durante 0, 5, 10 y 24
horas a una temperatura de 24/22 °C y un fotoperiodo de 16h luz /8h oscuridad. a y b) corresponden
a la expresion de los genes putativos PROT1y PROT2 en las raices c) Cuantificacion del aminoacido
prolina en raices. Los valores mostrados representan la media = DS entre 3 réplicas biolégicas (n=3)
para la cuantificacion génica y 5 réplicas para la cuantificacion de prolina (n=5) y 3 réplicas técnicas
para ambos. Las letras indican el efecto del tratamiento a diferentes tiempos que se probé con un test
LSD del ANOVA mudiltiple.

Capitulo 1. Estrés por frio a corto plazo

43



4. DISCUSION

Como se ha indicado anteriormente, el objetivo es conocer la respuesta rapida a
la baja temperatura en plantulas de patrones de citricos, que se realizé mediante
dos experimentos. En el primer experimento, las plantas se sometieron al estrés
por baja temperatura a diferentes tiempos progresivos de 0, 4, 8, 24 y 56 horas,
por lo que en este caso se deseaba ver la respuesta rapida de los patrones a bajas
temperaturas. Sin embargo, en el segundo experimento del presente capitulo,
todas las plantas se sometieron al mismo estrés durante 5 dias y posteriormente
se procedio a la retirada del estrés y toma de muestras a diferentes tiempos una
vez pasado el estrés (aclimatacion a situacion control). En este caso, ademas de
la respuesta rapida a bajas temperaturas, también se pudo ver cémo la planta se
recupera y vuelve a su situacion inicial, proporcionando asf una mayor informacion
gue en el caso anterior.

Asi pues, se cuantificaron los genes de respuesta rapida en ambos expe-
rimentos obteniendo resultados bastante coherentes entre experimentos (Figura 5
y Figura 7). En ambos experimentos se obtuvo una mayor expresion en el genotipo
PON de los genes putativos CAMTA3, CAMTAS5 y CBF1. Por lo que, la seleccién
previa de estos 3 genes de respuesta tanto en el caso del experimento 1 como en
el experimento 2 discriminan a los genotipos tolerantes de los sensibles. Es mas, en
el experimento 2 incluso los clasifica por niveles de tolerancia, aunque esta aprecia-
cion puede que sea casual. Este resultado no significa que los Unicos inductores del
regulén CBF-dependiente en este caso hayan sido CAMTA3 y CAMTAS. De hecho,
como se ha indicado en la introduccién, hay una gran bateria de inductores de los
COR y solo algunos son los que se conocen que actuan por la ruta CBF-dependiente
(Shi, Ding and Yang, 2018; Ding, Shi and Yang, 2019; Liu et al., 2019).

En el caso del gen ICET, se esperaba una gran induccién, ya que es el
activador mas directo y conocido en la bibliografia del regulén CBF (Chinnusamy
et al., 2003; Chinnusamy, Zhu and Zhu, 2007). En nuestro caso, la expresion en
ambos experimentos no es clara, ya que en el genotipo sensible su expresion no
cambio con el tiempo y en los genotipos tolerantes su expresion tendié a reprimir-
se. Este hecho puede ocurrir por dos razones. Una de ellas es que el gen putativo
seleccionado como ICET se haya atribuido a otro gen que no sea realmente ICET o
que en citricos este factor de transcripcion tenga una funcion diferente al que se
conoce en otras especies, como A. thaliana. Y otro motivo por el que la expresién
no se corresponda con la respuesta es debido a que la proteina que codifica para
el gen ICET sufre modificaciones post-traduccionales y su regulacion se lleva a
cabo a partir de otros factores. La funcion de la proteina ICE1 ocurre por un lado
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por la fosforilacién de las MPK3/6 reduciendo la estabilidad de ICE1. Esta fos-
forilacion llevada a cabo por las MPKs, lleva a la proteina ICE1 al proteasoma (Li
et al., 2017; Zhao et al., 2017). Por otro lado, la proteina ICE1 también puede ser
fosforilada por el factor de transcripcion OST1, cuya fosforilacion, en este caso,
evita a la interaccidn con un “RING finger” genl de respuesta osmotica alta, HOS1
(por sus siglas en inglés) que afiade moléculas de ubiquitina a ICE1 y lo envia al
proteasoma para su degradacion (Ishitani et al., 1998; Dong et al., 2006). Por otro
lado, hay otro factor que es SUMO E3 ligasa, SIZ1 (por sus siglas en inglés) que
media la sumoilacion de ICE1 en la Lisina 393 (Lys393) y de esta manera reduce
la poliubiquitinacion anterior llevada a cabo por HOS1 (Miura et al., 2007).

El gen CBF1 resultd tener una expresion alta tanto en el experimento 1
alas4hyalas56h,yenelexperimento 2 después de 4 dias de tratamiento de
frio para los patrones tolerantes. La expresion del patrén MAC no cambid en nin-
guno de los experimentos. Asf pues, se puede ver que el patron de expresion de
los genes CBF en citricos tolerantes tiene lugar tanto a las horas de la induccion
(respuesta rapida) y después de dias (a largo término o aclimatacién). Esto es
debido a que los genes CBF estan controlados por diferentes factores de trans-
cripcién que los mantienen activos en diferentes situaciones como se ha indicado
en la introduccion, como los genes CAMTA que son inductores de la respuesta
mas rapida motivada por la rigidificacién de la membrana plasmatica que impli-
ca una entrada de Ca*? citosolico y activa los factores de transcripcion CAMTA
por un inductor adn desconocido (Polisensky and Braam, 1996; Tahtiharju et al.,
1997; Doherty et al., 2009; Whalley et al., 2011; Kidokoro et al., 2017). Los genes
CBF también estan controlados por genes que intervienen en el mantenimiento
del ciclo circadiano y por ende genes relacionados con la luz, como son algunos
fitocromos (PhyB) (Franklin and Whitelam, 2007; Lee and Thomashow, 2012) o
genes relacionados con la floracién como es SOCT (Seo et al., 2009).

El gen COR413 IM1 en el patrén PON comenzd a expresarse después
de 56 h de exposicion a frio en el experimento 1, por lo que su expresion se en-
tiende que tiene lugar dentro de la fase de aclimatacién a baja temperatura. Sin
embargo, en el experimento 2 el patréon PON comenzd a sintetizarlo sobre todo
durante el periodo de aclimatacion a temperaturas control después de 5y 10
horas. El patrén de expresién no resultd tan claro como en los casos de CAMTAS,
CAMTAS5 y CBF1, pero si que resultod interesante. COR413 IM1 forma parte de un
grupo de genes de la familia COR (por sus siglas en inglés Cold regulated) que
codifican para proteinas integrales de membrana con una funcién no muy clara. Se
agrupan en dos grupos, las COR413 TM/IM (por membrana tilacoidal/ membrana
interna del cloroplasto) y COR413 PM (por membrana plasmatica) (Breton et al.,
2003). Una de las funciones que se ha sugerido en A. thaliana y Physcomytrella
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patens es que COR413 IM1 pueda alterar la distribucion de los metabolitos que
intervienen en procesos fisioldgicos a la acumulacion de proteinas que intervienen
en el metabolismo de los acidos grasos, fructosa, almidén y sacarosa (Su et al.,
2018; Ruibal et al., 2020). Este ajuste del metabolismo en situaciones de estrés
se cree que actla como transportador o interaccionando fisica o funcionalmente
con otros transportadores metabdlicos, regulando su actividad (Lundquist et al.,
2014). Asi pues, el patrén de expresion génica del gen putativo COR413 IM1 parece
corresponder, en nuestro experimento, con la posible funcién génica que se le
ha atribuido, siendo un gen que se expresa en la fase de aclimatacién regulando
procesos metabdlicos, por lo que seria también de utilidad en nuestro protocolo
de rastreo de posibles patrones tolerantes a bajas temperaturas.

Como se ha explicado en la introduccion, los primeros estudios realizados
en los afios 90 en patrones de citricos en busca de la tolerancia a frio se realizaron
con la premisa de que la sintesis del aminoacido prolina era de vital importancia
para dicha tolerancia. Por ese motivo decidimos realizar la cuantificacion de la
concentracion y de la expresion relativa de los genes putativos mas importantes de
sintesis y transporte de prolina. La expresion de los genes putativos de sintesis de
prolina (P5CSTy dOAT) no se correspondié con la concentracion de prolina en hoja
en el experimento 1. Esto no resulta raro, ya que la sintesis de los enzimas no es tan
rapida como la induccion génica por lo que la subida de la concentracion de prolina
puede que se vea a tiempos mas tardios. En el caso de los genes que codifican
para los transportadores de prolina, PROTTy PROT2 no arrojaron resultados solidos
como para incluir dichos genes en nuestro programa de mejora, aunque si que nos
aportaron informacion sobre su funcién en los diferentes genotipos. El transportador
PROT?2 tiene su principal funcién en la raiz, como se ha indicado previamente, asi
pues, parece que de una manera basal el transportador PROT2 se encuentra mas
expresado en el genotipo PON que en CAR y MAC, ademas en presencia de la baja
temperatura sufrié una leve induccién tanto en hojas como en raices. Este resultado
se ha visto también en diferentes especies y estreses abidticos con la aplicacién
de prolina en el riego, y esto hace que aumente la tolerancia al estrés (Khedr et al.,
2003; Kamran et al., 2009; Aggarwal et al., 2011; Ben Ahmed et al., 2011; Kaushal
et al., 2011; Zhiming Yan et al., 2011). Por tanto, que el transportador PROT2 tenga
una mayor expresion génica basal en PON nos hace pensar que puede que esté
intentando captar prolina/betaina del medio (substrato) y nos da a entender que
el aminoacido prolina probablemente esté realizando un papel importante en la
tolerancia a bajas temperaturas en los citricos que se emplean como patrones. Sin
embargo, a pesar de esto, no hemos considerado los genes putativos de sintesis
y transporte de prolina aptos para incluir en nuestro programa de cribado ya que
no serian validos para experimentos a tiempos cortos o menores o igual a 4 dias.
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5. CONCLUSIONES

1. El mejor experimento para el screening de patrones de citricos tole-
rantes a bajas temperaturas fue con el método del experimento 2 de
aclimatacién, aplicando un estrés a 4 °C durante 5 dias y con periodos
de aclimatacién de 0, 5, 10 y 24 horas.

2. Los genes que se seleccionaron como candidatos para realizar el scree-
ning de seleccion fueron los genes putativos de CAMTA3, CAMTAS,
CBF1y COR413IM1.

3. A pesar de no obtener la induccién de los genes putativos de sintesis
y transporte de prolina a tiempos cortos, no se descartd como posible
osmolito importante en la respuesta a frio, dada la expresion basal en
el patron P. trifoliata, el transportador PROT2.
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CAPITULO

Estrés por frio
a largo plazo

1. OBJETIVOS

Seccién 1. Objetivos

1. Determinacion de la respuesta fisioldgica de

los patrones C. macrophylla (sensible) y
citrange Carrizo (tolerante) frente a estrés por
bajas temperaturas a largo plazo.

. Determinacién de la activacion de las rutas

de sintesis y degradacién de la ruta de
prolina durante el periodo de estrés por bajas
temperaturas a largo plazo.

. Caracterizacion de la respuesta

transcriptémica frente al estrés por bajas
temperaturas a largo plazo e influencia
planta-patron.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Experimento 3

2.1.1 Material Vegetal y condiciones de crecimiento

Se obtuvieron plantas de vivero de 18 meses del patron citrange Carrizo [C. si-
nensis(L.) Osbeck. x P. trifoliata (L.) Raf.] y C. macrophylla ambas injertadas con
la variedad de naranjo ‘Valencia Delta seedless: Las plantas crecieron en macetas
opacas de 4 L en substrato compuesto por perlita, fibra de coco, arena y perlita
(40:25:25:10). Las plantas se regaron dos veces a la semana con la siguiente so-
lucion nutritiva (pH6) a media fuerza de solucion Hoagland: 5 mM Ca(NO,),, 1.4
mM KNO,, 2 mM MgSO,, 0.6 mM H,PO,, 20 uM Fe-EDDHA, 7.6 uM ZnS0O,-7H,0,
0.50 uM CuS0O,-5H,0, 50 uM H,BO,, 0.50 upM MoO, 54 uM MnSO,-H,0. Las plan-
tas fueron aclimatadas durante 2 semanas antes de realizar los experimentos en
el invernadero (26-28/16-18°C (dia/noche), con un fotoperiodo de 16h/8h (luz/
oscuridad y una humedad del 80%).

Se seleccionaron plantas acorde al tamafio y uniformidad y se separa-
ron en seis grupos de seis plantas. Dos grupos de seis plantas tratadas con frio
(un grupo para cada patrén) se crecieron en una Camara de Ambiente Versatil,
(MLR-350, Sanyo) con un rango de temperaturas entre 1 °C y 2 °C dia y noche
con un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad (500 umol m=2 s, 400-700
nm). La humedad relativa se mantuvo al 80%. Tres de ellas se emplearon para el
muestreo de material vegetal y las otras tres para las medidas fisiolégicas a 1, 2,
4y 6 semanas. En el caso de los controles, se emplearon dos grupos control sin
tratamiento de frio (nueve plantas para cada patrén). Tres de las nueve plantas de
cada genotipo se emplearon para el calculo inicial de la biomasa y el calculo del
RGR % al principio del experimento y de las otras seis, tres de ellas se emplearon
para el muestreo de material vegetal y las otras tres para las medidas fisioldgicas
al 2, 4y6semanas.

2.1.2 Calculo de la tasa de crecimiento

Al inicio del ensayo (crecimiento inicial de la planta del grupo Control del experi-
mento 3) y después de 6 semanas de tratamientos de las plantas del experimen-
to 3, se eliminaron las plantas de las macetas, se limpiaron las raices con agua
destilada y se dividieron en hojas, tallos y raices. El PF (peso en fresco) se obtuvo
de pesar los érganos en fresco. Las muestras se secaron mediante liofilizacién
(TelstarLyoAlfa6, Barcelona, Spain) durante 3 dias hasta obtener un peso seco
constante (PS).
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2.1.3 Actividad fotosintética

La asimilacién de la tasa neta de CO, (ACO,, umol CO, m? s™), tasa de transpi-
racion (E, mmol H,0 m?s), concentracion de CO, subestomatico (Ci, umol CO,
mol™) y la conductividad estomatica (gs, mmol H,O m? s™') de una hoja fotosinte-
ticamente activa se midi¢ fuera de la camara climatica entre las 10 am y las 11.30
am en las plantas con el tratamiento de frio del experimento 3. En el caso de las
plantas Control las medidas se realizaron bajo condiciones relativamente estables
en dias soleados. La radiacién o luz fotosintéticamente activa (PAR) en la superficie
de la hoja se ajustd a una densidad de flujo de fotones de 1,000 pmol fotones m2
s™. Para realizar las medidas de tasa fotosintética se empled la cdmara de inter-
cambio de gases (CIRAS-2, PP-systems, Hitchin, UK). El flujo laminar totalmente
estanco se realizd con una autocubeta universal PLC 6 (U) en modelo de circuito
cerrado de 25+0.5°C con un vapor de agua de 1.7 Pa. La tasa de flujo de aire a
través de la cubeta se fijo a 200 mL min™. Las medidas se realizaron semanalmente
en dos hojas jovenes completamente expandidas en las seis muestras de plantas
o tres muestras de plantas en el experimento 3 y experimento 4 respectivamente.
Los valores medios de las dos medidas se consideraron representativas de cada
réplica bioldgica.

2.1.4 Componentes del potencial hidrico

Se realizaron medidas del potencial hidrico cada 2 semanas en dos hojas por
cada réplica bioldgica en las plantas del experimento 3. Las hojas se mantuvieron
en oscuridad durante 30 min en una bolsa de plastico opaca. A continuacion, las
medidas se realizaron a las 10.30 am. El potencial hidrico de la hoja (¢W, MPa)
se mididé en una camara a presion Scholander (Soil-moisture Equipment Corp.,
Santa Barbara, CA, USA), equipada con una lupa para poder observar el punto
final. El potencial osmotico (i, MPa) se midio a partir de un osmometro (Wescor,
Logan, USA). Brevemente, se tomaron las muestras de hoja eliminando el peciolo,
se enrollaron sobre si mismas y se introdujeron en un tubo de microcentrifuga
de 0.5 mL con un agujero realizado en la base previamente. Se congelaron en
N, liquido y se almacenaron a -80 °C hasta el momento de realizar las medidas.
El tubo de microcentrifuga de 0.5 mL con la hoja se introdujo en otro tubo de
microcentrifuga de 1.25 mL a modo de recolector. La savia xilematica se obtuvo
centrifugando las muestras a 14.000 rpm durante 5 min (modificado de Callister
et al., 2006). El contenido en osmolitos (mmol kg™) se convirtié en MPa usando
la ecuacién de Van't Hoff.

PV =nRT
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2.1.5 RWC% (Relative Water Component)

Se tomaron dos hojas de cada planta seleccionada del experimento 3 y se de-
termind su peso fresco (PF). Las hojas, por la parte del peciolo, se introdujeron
en un vaso en contacto con agua destilada durante 24 en oscuridad para que las
hojas se hidratasen completamente. Las hojas se secaron con toallas de papel, y
fueron repesadas para obtener el peso en turgencia (PT, 100%). Después de pesar,
se secaron a 80°C durante 24 h para obtener el peso seco (PS, 0%). El contenido
relativo de agua de las hojas (RWC) se determind como RWC%= (PF - PS) x (PT
- PS)-1 x 100 de acuerdo con (Morgan, 1984). La media de las medidas de dos
hojas se considerd como representativa de cada planta individual.

2.1.6 Medidas de fluorescencia

La fluorescencia en imagen (por sus siglas en inglés CFI) se midi¢ al final del experi-
mento 3 con un fluorimetro portatil (PAM-2100 Walz, Effeltrich, Germany). Las hojas
se taparon previamente a las medidas durante 30 min. La fluorescencia minima (os-
curidad) F_, se obtuvo después de excitar las hojas con un haz débil de luz emitida
por diodo. El rendimiento de la fluorescencia maxima (F, ) se calculé como F _-F .
El resto de informacion sobre la CFl puede obtenerse de Calatayud et al., 2013.

2.1.7 Cuantificacion de clorofila en hoja

La concentracién de clorofila en hoja (ug g™ PS) se cuantificd a partir del protocolo
de (Moran and Porath, 1980) en hojas del experimento 3. Se escogieron hojas
jévenes completamente expandidas de cada réplica bioldgica, se liofilizaron, se
pulverizaron en un molino refrigerado (IKA A10, Staufen, Germany) y se almacena-
ron a -80 °C hasta que se realizé la cuantificacion. El material liofilizado (500 mg)
se incubd en 6 mL de N, N-dimetilformamida a 4°C durante 72 h y se centrifugé
a 4,000 rpm a 4 °C durante 15 min (Eppendorf Centrifuge 5810R, AG, Hamburg,
Germany). El sobrenadante se incubd 1 h en presencia de Na,SO, y la absorbancia
se midié a 664 y 647 nm en la misma muestra (Lambda 25, PerkinElmer, Shelton,
CT, USA). Los célculos realizados de clorofila a, b y clorofila total se calcularon
segun la formula de Moran, 1982.

Clorofila a (ug mL")=12.64 x A, —2.99 x A,,,
Clorofila b (g mL")=12.64 x A,,, - 0.299 X A,,,
Clorofila total (ug mL™")= Ca + Cb = 7.04 x A, — 20.27 X A,,,

2.1.8 Extraccion y cuantificacion de Prolina

La concentracién de prolina libre en hojas se determiné acorde al protocolo descri-
to en (Hu, Delauney and Verma, 1992). Se tomaron las muestras del experimento 3,
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se congelaron y posteriormente se liofilizaron. Posteriormente se pesaron 250
mg y se homogenizaron mediante Vértex en 1.5 mL de &cido sulfosalicilico (3%)
durante 1 min. Posteriormente se centrifugaron a 14.000 rpm por 5 min (Eppen-
dorf Centrifugue 5810R, AG, Hamburg, Germany) y el sobrenadante se almacend
a 4 °C. Una alicuota (0.2 mL) se incubd con 0.5 mL de acido sulfosalicilico (3%),
0.7 mL del reactivo ninhidrina (ninhidrina, acido fosforico 6 M, acido acético 60%)
y 0.6 mL de &cido acético glacial (99%) en un bafio seco a 100 °C durante 1 h
(Thermostatic Bath BD, Bunsen SA, Humanes, Spain). Las muestras se enfriaron
en un bafio con hielo durante 15 min y la absorbancia se midié a 520 nm (Lambda
25, PerkinElmer, Shelton, CT, USA).

2.1.9 Obtencidn de las secuencias de los genes putativos

Todos los genes putativos en citricos fueron consultados en A. thaliana, y fueron
chequeados en “The Arabidopsis Information Resource web” (TAIR) https://www.
arabidopsis.org/. Se realizé un tBLASTtn para Citrus clementina en la pagina “Da-
tabase resources of the National Center for Biotechnology Information (NCBI)”
https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi (O’Leary et al., 2016). De dicha busqueda
se obtuvieron también las siguientes tablas de oligonucledtidos especificos (Tabla
2ay 2b).

Tabla 2a. Oligonucledtidos obtenidos para la cuantificacion de la expresion génica de los siguientes
genes putativos llevados a cabo en el experimento 3. La anotacion se muestra en formato proveniente
del GeneBank y Phytozome.

Nombre GeneBank Phytozome? Oligos 5'- 3’
P5CS1 LOC18044634 Ciclev10030839 FOR 5 CCCTTGGGTGTTCTCTTGATTG
3'REV 5 CTTGTGCAGAATTGCATTTGA 3

P5CS2 LOC18038188 Ciclev10011176 FOR 5 ATGTGCGTGCTGCTATTGACCA &'
REV 5’CCAAATCGTGCTCCATCACAGAA 3’

P5CR LOC18032970 Ciclev10005607 FOR & TCTGCTGTAGGTGAGGCTGC 3’
REV 5 CAAACAATTTCTCATCCGCTCGC &
PDH1 LOC18039477 Ciclev10011584 FOR 5 ATCTGCCAAGTCTCTGCCTC 3

REV 5" GCTTCCACGGGAGATTAAATGA &'

P5CDH LOC18045924 Ciclev10019562 FOR 5 ATCACCTTGGACAGCAGAGC 3’
REV 5 CCATATAGAGCGCACCCATCA 3’

dOAT LOC18051867 Ciclev10015647 FOR 5" GAACCAATTCAAGGAGAGGCTG &
REV 5 CGAACTTCTTCCCAATCAGAGG 3

UBC4 ATUBC4 Ciclev10009771 FOR 5 TGGACGCTTCAGTCTGTTTG &
REV & TCGTCAATCACCCCTTCTTT &

ACTIN B-ACTIN Ciclev10025866 FOR 5 CAGTGTTTGGATTGGAGGATCA &'

REV & TCGCCCTTTGAGATCCACAT 3’

2| a anotacion se muestra en formato proveniente del GeneBank y Phytozome, https://www.ncbi.nlm.

nih.gov/nucleotide/ and https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.ntml.

Seccién 2. Material y métodos

53


https://www.arabidopsis.org/
https://www.arabidopsis.org/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/
https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html

2.1.10 Aislamiento de RNA y cuantificaciéon génica por RT-qPCR

Las muestras de hoja en el experimento 4 se recogieron, se introdujeron en N,
liquido y se almacenaron a -80 °C. EI RNA se extrajo a partir de 100 mg de tejido
con el Kit RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) con el tampdn RLT- B-mercaptoethanol
(SigmaAldrich). La contaminacién de DNA gendmico se eliminé con el Kit RNa-
se-Free DNase Set (Qiagen, CA, USA) a partir de digestiéon en columna, acorde
a las instrucciones del fabricante. EI RNA purificado (1 ug) se empled para reali-
zar la reaccién de transcripcion reversa con la enzima (SuperScript® Il Reverse
Transcriptase (RT) (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) en un volumen total
de 20 pl. El cDNA copia se diluyd 50 veces y se emplearon 2 pyl como molde para
la reaccion de RT-gPCR en un volumen final de 20 pl. La reaccion de RT-gPCR
cuantitativa se realizé en un termociclador StepOnePlus Real-Time PCR System
(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) empleando la polimerasa Ex Taq (TliRNase
H plus) (Takara Europe, S.A.S, Saint Germain en Laye, FR) con el intercalante TB
Greenpremix. El programa de PCR consistio en 10 min a 95 °C seguido de 40 ciclos
de 15 seg a 95 °C, y 1 min a 60 °C. La especificidad de la reaccidn la otorgd la
presencia de un solo pico en la curva de disociacién y a través de estimaciones en
el tamafo del producto amplificado que se comprobd a partir de una electroforesis
de agarosa. Los transcritos de los genes CiclevActin y CiclevUBC4, amplificados
con oligonucledtidos especificos (Tablas 2 y 3), se usaron como genes de refe-
rencia (Aglero et al., 2014; Estornell et al., 2016) y los célculos de ANOVA simple y
regresion lineal de los valores de CT para examinar la variacion de nuestros genes
de referencia se tomaron de Brunner et al., 2004. El factor de normalizaciéon de
los genes de referencia se calculd por el valor de la media geométrica de ambos
genes (Brunner, Yakovlev and Strauss, 2004). La expresion relativa se midio por
el procedimiento de curva estandar con cinco puntos de dilucion (Pfaffl, 2001).
Los resultados se realizaron con la media de las tres muestras bioldgicas inde-
pendientes con tres réplicas técnicas de cada una de ellas.

2.1.11 Analisis estadisticos

Los datos del experimento 3 de RT-PCR, concentracion de prolina, concentracion
de clorofilas y resultados fisioldgicos resultaron de la media y desviacion standard
de tres muestras bioldgicas y tres réplicas técnicas por planta.

Los datos fueron analizados con un analisis de la varianza (ANOVA)
usando el Statgraphics Centurion versién 16.1 (Statical Graphics, Englewood Cliffs,
NJ, USA). Se utilizé el estadistico ANOVA con el método LSD (diferencias minimas
de significancia) al P < 0.05.
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2.2 Experimento 4

2.2.1 Material Vegetal y condiciones de crecimiento

Se obtuvieron plantas de vivero de 18 meses del patrdn citrange Carrizo [C. si-
nensis(L.) Osbeck. x P. trifoliata (L.) Raf.] y C. macrophylla ambas injertadas con la
variedad de naranjo ‘Valencia Delta seedless’ Se seleccionaron las plantas acorde
al tamafo y uniformidad y se separaron en seis grupos de tres plantas cada grupo.
Un grupo de tres plantas tratadas con frio para cada tiempo 0 (Control), 15y 30
(un grupo para cada patrén) y se crecieron en una Camara de Ambiente Versatil,
(MLR-350, Sanyo) con un rango de temperaturas entre 1°C y 2 °C dia y noche
con un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad (500 pmol m=2 s, 400-700
nm). La humedad relativa se mantuvo al 80%. El grupo control, tiempo 0, (Control)
se mantuvo en condiciones de invernadero.

2.2.2 Azucares solubles totales y almiddn

Los azlucares totales solubles y el almidén se midieron cada 15 dias en hojas liofi-
lizadas y pulverizadas (100 mg DW) del experimento 4. Los azUcares solubles y el
almidon se analizaron a partir del método colorimétrico de (McCready et al., 1950).
Brevemente, las muestras se mezclaron con etanol caliente y se centrifugaron.
El sobrenadante liquido contiene la parte de los azUcares y su pellet contiene el
almidén. Para la determinacion de los azlcares y el almiddn, se afiadié a las mues-
tras una solucién de acido-antrona y las muestras se colocaron en un bafio con
agua. Los resultados de la reaccion se leyeron en un espectrofotometro (Lambda
25, PerkinElmer, Shelton CT, USA) a 630 nm de longitud de onda.

2.2.3 Extraccion y cuantificacion de Prolina

La concentracion de prolina libre en hojas se determind acorde al protocolo des-
crito en (Hu, Delauney and Verma, 1992). Se tomaron las muestras del experimento
4, se congelaron y posteriormente se liofilizaron. Posteriormente se pesaron 250
mg y se homogenizaron mediante Vértex en 1.5 mL de &cido sulfosalicilico (3%)
durante 1 min. Posteriormente se centrifugaron a 14,000 rpm por 5 min (Eppen-
dorf Centrifugue 5810R, AG, Hamburg, Germany) y el sobrenadante se almacend
a 4 °C. Una alicuota (0.2 mL) se incubd con 0.5 mL de acido sulfosalicilico (3%),
0.7 mL del reactivo ninhidrina (ninhidrina, acido fosforico 6 M, acido acético 60%)
y 0.6 mL de &cido acético glacial (99%) en un bafio seco a 100 °C durante 1 h
(Thermostatic Bath BD, Bunsen SA, Humanes, Spain). Las muestras se enfriaron
en un bafio con hielo durante 15 min y la absorbancia se midié a 520 nm (Lambda
25, PerkinElmer, Shelton, CT, USA).
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2.2.4 Metabolitos secundarios

Los metabolitos se cuantificaron a partir de 100 mg de hojas frescas pulverizadas
con N,. Se realizd una extraccion diluyendo las muestras en 1.4 mL de metanol
al 100% suplementado con 60 uL de estandar interno (0.2 mg ribitol en 1 mL
de agua) y se mantuvieron en un bafio durante 15 min a 70 °C (Roessner et al.,
2000). El extracto se centrifugd durante 10 min a 14,000 rpms. El sobrenadante
se transfirio a un vial de cristal junto 750 yL de ChCl, y 1.5 mL de agua. Se llevo
al vértex la mezcla durante 15 seg y se centrifugd durante 15 min a 14,000 rpm.
Se tomd una alicuota de 150 YL de metanol/agua de la fase del sobrenadante y
se llevd al rotavapor durante 6-16 h.

Para la derivatizacion, los residuos secos se disolvieron en 40 yL de
hidrocloruro de metoxiamina (20 mg/mL) en pirimidina y se incubd durante 90
min a 37 °C, seguido de la adicion de 70 yL de MSTFA (de sus siglas en inglés
N-metil-N-[trimetilsilil]trifluorocetamida) y 6 pL de la mezcla de tiempo de reten-
cion estandar (3.7% [p/p]).

2.2.5 Cuantificacién de hormonas

El Acido Jasmonico (JAs) y el Acido Abscisico (ABA) se cuantificaron a partir
del protocolo de Seo et al., 2011 a partir de hojas liofilizadas y pulverizadas. La
extraccion y purificacién se realizd en 100 mg de tejido liofilizado y se afiadieron
10 volimenes de MeOH al 80% y acido acético al 1% como solvente de la extrac-
cion. Se afiadieron los estandares internos y se extrajo a 4 °C una vez por 1 hora
y a continuacién otra vez por 10 min con el solvente de extraccion. Se centrifugd
a 14,000 rpm durante 10 min a 4 °C. Se recogié el sobrenadante, se evaporo el
MeOH, se recogieron los extractos en acido acético diluido en agua y se aplicaron
en un cartucho de columna Oasis HLB (fase reversa). Para la cuantificacién del
ABA y Jasmonico, se eluyo el residuo seco en acetonitrilo-1al 5% y acido acético al
1% y las hormonas se separaron mediante un automuestreador y un cromatdgrafo
en fase reversa UHPLC (columna de 2.6 um Accucore RP-MS, de 50 mm altura x
2.1 mm de didmetro; ThermoFisher Scientific) con un gradiente de acetonitrilo del
5al 50% con 0.05% de acido acético a 400 yL/min durante 14 min.

Las hormonas se analizaron con un espectrometro de masas Q-Ex-
tractive (detector Orbitrap; ThermoFisher Scientific) por un monitoreo de iones
selectivo (SIM por sus siglas en inglés). Las concentraciones de hormonas en
los extractos se determinaron mediante la interpolacion de curvas de calibrado
con los programas Xcalibur 4.0 y TraceFinder 4.1 SP1. El estandar interno para la
cuantificacion de las hormonas ABA y JAs fue la hormona marcada con deuterio
(?H-ABA) y dhJA respectivamente.
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2.2.6 Aislamiento de RNA

Las muestras de hoja en el experimento 4 se recogieron, se introdujeron en N,
liquido y se almacenaron a -80 °C. EI RNA se extrajo a partir de 100 mg de tejido
con el Kit RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) con el tampdn RLT- B-mercaptoethanol
(SigmaAldrich). La contaminacién de DNA gendmico se eliminé con el Kit RNa-
se-Free DNase Set (Qiagen, CA, USA) a partir de digestién en columna, acorde a
las instrucciones del fabricante. EI RNA purificado se emple6 directamente para
su secuenciacion y para las RT-PCR. EI RNA purificado (1 ug) fue empleado para
realizar la reaccién de transcripcidn reversa con la enzima (SuperScript® |l Re-
verse Transcriptase (RT) (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) en un volumen
total de 20 pl. EI cDNA copia se diluyd 50 veces y se emplearon 2 ul como molde
para la reaccién de RT-PCR en un volumen final de 20 ul. La reaccion de RT-PCR
cuantitativa se realizé en un termociclador StepOnePlus Real-Time PCR System
(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) empleando la polimerasa Ex Taq (TliRNase
H plus) (Takara Europe, S.A.S, Saint Germain en Laye, FR) con el intercalante TB
Greenpremix. El programa de PCR consistio en 10 min a 95 ° seguido de 40 ciclos
de 15 seg a 95°C, y 1 min a 60 °C. La especificidad de la reaccién la otorgo la
presencia de un solo pico en la curva de disociacién y a través de estimaciones en
el tamafio del producto amplificado que se comprobd a partir de una electroforesis
de agarosa. Los transcritos de los genes CiclevActin y CiclevUBC4, amplificados
con oligonucledtidos especificos (Tabla 3), se usaron como genes de referencia
(Aglero et al., 2014; Estornell et al., 2016) y los célculos de ANOVA simple y re-
gresion lineal de los valores de CT para examinar la variacion de nuestros genes
de referencia se tomaron de Brunner et al., 2004. El factor de normalizacién de
los genes de referencia se calculd por el valor de la media geométrica de ambos
genes (Brunner, Yakovlev and Strauss, 2004). La expresion relativa se midio por
el procedimiento de curva estandar con cinco puntos de dilucion (Pfaffl, 2001).
Los resultados se realizaron con la media de las tres muestras bioldgicas inde-
pendientes con tres réplicas técnicas de cada una de ellas.
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Tabla 3. Oligonucledtidos obtenidos para la cuantificacion de la expresion génica de los siguientes
genes putativos llevados a cabo en el experimento 4. La anotacion se muestra en formato proveniente
del GeneBank y Phytozome.

Nombre GeneBank Phytozome? Oligos 5'- 3’

DREB1D LOC18033409 Ciclev10007068 FOR 5 TGGGATGCCCAGATTGTTG 3’
REV 5 CCTCCACAATTAGACTGAGGTGGT 3’
DREB1B LOC18049462 Ciclev10021923 FOR 5" AGACCTCGTGATGATGAACTTGA &
REV 5 GTGTTTTCTTGCATCGTTTTCTGT 3
WCOR413 LOC18035610 Ciclev10029293 FOR 5 TCTTCCCAAGACATTTCCCAG 3’
REV 5 CAGCAAATAACAAGCGATGGCA &'

PDH1 LOC18039477 Ciclev10011584 FOR 5 ATCTGCCAAGTCTCTGCCTC 3’
REV 5 GCTTCCACGGGAGATTAAATGA &'
P5CS1 LOC18044634 Ciclev10030839 FOR &' CCCTTGGGTGTTCTCTTGATTG 3

REV 5 CTTGTGCAGAATTGCATTTGA 3

P5CDH LOC18045924 Ciclev10019562 FOR 5" ATCACCTTGGACAGCAGAGC 3’
REV 5" CCATATAGAGCGCACCCATCA 3

NCED LOC18046011 Ciclev10019364 FOR 5 TGATGGCTACATTCTCGCTTTTGTA 3
REV 5 GCTTATGAACGTCCCGTGGA 3
PP2C LOC18043434 Ciclev10031682 FOR 5 CTCTCGTGCTGTGCTCTG &
REV 5 CGGCGGCTTCGATTCTAAG 3’
UBC4 ATUBC4 Ciclev10009771 FOR 5 TGGACGCTTCAGTCTGTTTG &
REV 5 TCGTCAATCACCCCTTCTTT &
ACTIN B-ACTIN Ciclev10025866 FOR 5 CAGTGTTTGGATTGGAGGATCA 3’

REV & TCGCCCTTTGAGATCCACAT 3’

2| a anotacion se muestra en formato proveniente del GeneBank y Phytozome, https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/nucleotide/ and https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html.

2.2.7 Andlisis de la secuenciacion de RNA
El analisis de secuenciacion del RNA en las plantas del experimento 4 se realizd en
hojas extraidas con el protocolo anteriormente indicado. Para la construccién de
las librerias se empled el RNA total. Se aisld la fraccion Poli(A)+ de las fracciones
de mRNA del RNA total y las librerias de cDNA se obtuvieron segun las reco-
mendaciones de llumina. Brevemente, el RNA poli(A)+ se aislo gracias a la union
con oligos poli-T unidos a esferas magnéticas y se fragmentaron quimicamente
antes de llevar a cabo la reaccién de la transcriptasa reversa para la generacion
de cDNA. Los fragmentos de cDNA sufrieron un proceso de reparacién, la adicién
de una Unica base ‘A en el final 3’ y la unién de los adaptadores. Finalmente, los
productos se purificaron por PCR para crear el cDNA copia de doble cadena.

La calidad de las librerias se analizé con un Bioanalyzer 2100, ensayo
de alta sensibilidad; la cantidad de librerias se determind por PCR a tiempo real
en un termociclador LightCycler 480 (Roche).
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El ‘pool’ de librerias se secuencié por el método de secuenciacién ‘pai-
red-end’ (100 x 2) en un secuenciador lllumina HiSeq 2500.

2.2.8 Secuenciacion del RNA y andlisis de expresion

Los archivos fastag provenientes de la secuenciacion del RNA se pre-procesaron
con Trimmomatic 0.38 (Bolger, Lohse and Usadel, 2014), y las lecturas con una
media de calidad inferior a 25 0 mas cortas de 36 bases se filtraron y se eliminaron
se indica en el protocolo de OmicsBox suit. El transcriptoma que se obtuvo se usé
como la referencia para el mapeo.

Los niveles de transcritos se estimaron de los datos provenientes del
servicio de secuenciaciéon (FASTQ) empleando el paquete del software RSEM
usando el enfoque de maximizacién de expectativas (Li and Dewey, 2011), ba-
sada en un alineamiento de lectura rapida de gaps con Bowtie 2 (Langmead and
Salzberg, 2012). Las secuencias de los transcritos se obtuvieron del NCBI ‘Citrus
clementina Annotation Release 100’ (GCF_000493195.1).

La cuantificacidn de las lecturas normalizadas se realizé con los valores
recortados de las medias M (por sus siglas en inglés, TMM) por el método em-
pleado por (Robinson and Oshlack, 2010) y el andlisis de expresién diferencial se
llevé a cabo con el paquete 3.28.0, de EdgeR empleando GLM (Quasi Likeli Hood
F-Test) con un F-valor de 0.05 (Robinson, McCarthy and Smyth, 2009).

El enriquecimiento del conjunto de genes (por sus siglas en inglés Gene
Set Enrichment andlisis, GSEA) para el andlisis de ontologias (por sus siglas en
inglés Gene Ontology) de los DEGs se llevd a cabo usando el software FatiGO
que emplea la prueba de exactitud de Fisher para los analisis estadisticos para la
comparacién entre 2 muestras.

Los datos crudos de la secuenciacion del RNA estan depositadas en el
‘European Nucleotide Archive, ENA (EMBL-EBI) bajo el nimero de proyecto PR-
JEB20758 (https://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/PRJEB20758) (Tabla 4).
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Tabla 4. Codigos de las secuencias almacenadas en European Nucleotide Archive (ENA).

Proyecto
PRJEB20758

PRJEB20758

PRJEB20758
PRJEB20758
PRJEB20758

PRJEB20758

PRJEB20758
PRJEB20758
PRJEB20758

PRJEB20758

PRJEB20758
PRJEB20758

Muestra
SAMEA104103360

SAMEA104055727

SAMEA104055728
SAMEA104055729
SAMEA104103361

SAMEA104103362

SAMEA104103363
SAMEA104103364
SAMEA104055094

SAMEA104103365

SAMEA104103366
SAMEA104055736

2.2.9 Analisis estadisticos

Para los analisis hormonales, de azlcares solubles y almidén, metabolitos prima-
rios, prolina y RT-PCR los resultados se realizaron con la media de las tres réplicas
bioldgicas y 3 réplicas técnicas. Los datos de RNA-seq del experimento 4 se
realizaron con dos réplicas biolégicas para cada genotipo y tiempo (12 muestras).

Los datos fueron analizados con un anélisis de la varianza (ANOVA)
usando el Statgraphics Centurion version 16.1 (Statical Graphics, Englewood Cliffs,
NJ, USA). Se utilizo el estadistico ANOVA con el método LSD (diferencias minimas

de significancia) al P < 0.05.
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ERX2054017

ERX2023420

ERX2023421
ERX2023422
ERX2054018

ERX2054019

ERX2054020
ERX2054021
ERX2022792

ERX2054022

ERX2054023
ERX2023423

Lecturas
ERR1994148

ERR1960516

ERR1960517
ERR1960518
ERR1994149

ERR1994150

ERR1994151
ERR1994152
ERR1959283

ERR1994153

ERR1994154
ERR1960519

ID taxon
105581

105581

307630
307630
105581

105581

307630
307630
105581

105581

307630
307630

Genotipo

Citrus sinensis x
Citrus trifoliata

Citrus sinensis x
Citrus trifoliata

Citrus macrophylla
Citrus macrophylla

Citrus sinensis x
Citrus trifoliata

Citrus sinensis x
Citrus trifoliata

Citrus macrophylla
Citrus macrophylla

Citrus sinensis x
Citrus trifoliata

Citrus sinensis x
Citrus trifoliata

Citrus macrophylla

Citrus macrophylla
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3. RESULTADOS

3.1 Experimento 3

3.1.1 Crecimiento vegetativo durante el ensayo a largo plazo de frio

El crecimiento de las plantas se detuvo por completo (Tablas 5 a-d) en condi-
ciones de baja temperatura. Los drganos mas lignificados como los tallos y las
raices (Tablas 5a y 5b), también disminuyeron el crecimiento afectando asi al valor
de peso seco comparando los diferentes tiempos de baja temperatura con las
plantas control, aunque tanto el crecimiento del tallo como de la raiz no tuvieron
diferencias estadisticas entre tratamientos. Sin embargo, el peso seco de las hojas
y el calculo global del peso seco de la planta completa si que tuvieron resultados
significativos estadisticamente. El crecimiento de las hojas fue el mas afectado por
el tratamiento por baja temperatura, disminuyendo un 20% su crecimiento en las
plantas de citrange Carrizo (CAR de ahora en adelante) crecidas en cualquiera de
los tiempos con respecto a las plantas que crecieron en el invernadero y un 14% en
plantas de C. macrophylla (MAC de ahora en adelante) igualmente en cualquiera
de los tiempos. Por lo que, para ambos patrones, el tiempo que se expusieron las
plantas a la baja temperatura no influyd en el crecimiento de la planta ya que no
hubo diferencias estadisticas entre los diferentes tiempos de exposicién. Como
es evidente, la planta no crecié durante el tratamiento por baja temperatura con-
firmando que estaba sometida a un gran estrés que no resulto letal.

Tabla 5a. corresponde al peso seco (g) del tallo. Los pesos corresponden a los patrones citrange
Carrizo (CAR) y C. macrophylla (MAC) injertados con ‘Valencia Delta seedless’ y crecidos a 1 °C de
temperatura durante 0, 1, 2 y 6 semanas. Los valores mostrados representan la media = DS entre
3 réplicas biolégicas (n=3). El efecto del tratamiento a diferentes tiempos se probd con un test LSD
del ANOVA multiple.

CAR MAC
Semanas frio PS tallo ds PS tallo ds
0 Control 31.23 4.05 ab 33.99 0.72 ab
1 28.12 2.65ab 39.97 1.05 ab
2 25.43 7.18 a 34.52 1.79 ab
6 32.51 6.41b 34.24 1.17 ab
6 Control 34.23 5.19 ab 34.61 10.54 ab
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Tabla 5b. Peso seco (g) de la raiz. Los pesos corresponden a los patrones citrange Carrizo (CAR) y C. ma-
crophylla (MAC) injertados con ‘Valencia Delta seedless’ y crecidos a 1°C de temperatura durante 0,1, 2 y
6 semanas. Los valores mostrados representan la media = DS entre 3 réplicas biolégicas (n=3). El efecto
del tratamiento a diferentes tiempos se probd con un test LSD del ANOVA mlltiple.

CAR MAC
Semanas frio PS raiz ds PS raiz ds
0 Control 36.19 1.49 a 46.35 2.31 ab
1 36.95 6.24 ab 31.01 2.55a
2 40.91 8.60 b 48.66 3.19 ab
6 45.04 6.44 ab 47.59 3.36 ab
6 Control 47.03 4.84 ab 51.02 3.81Ta

Tabla 5c¢. Peso seco (g) de las hojas. Los pesos corresponden a los patrones citrange Carrizo (CAR) y C.
macrophylla (MAC) injertados con ‘Valencia Delta seedless’ y crecidos a 1°C de temperatura durante 0, 1, 2
y 6 semanas. Los valores mostrados representan la media = DS entre 3 réplicas bioldgicas (n=3). El efecto
del tratamiento a diferentes tiempos se probd con un test LSD del ANOVA mdltiple.

CAR MAC
Semanas frio PS hoja ds PS hoja ds
0 Control 20.89 2.21 bcd 17.66 1.60 cd
1 24.57 3.26 abc 20.48 2.93 bcd
2 15.40 2.10 bcd 21.23 1.21 bcd
6 19.85 2.32d 17.04 2.55cd
6 Control 31.29 2.50 a 25.61 3.08 ab

Tabla 5d. Peso seco (g) de la planta completa. Los pesos corresponden a los patrones citrange Carrizo
(CAR) y C. macrophylla (MAC) injertados con ‘Valencia Delta seedless’ y crecidos a 1°C de temperatura
durante 0, 1, 2 y 6 semanas. Los valores mostrados representan la media = DS entre 3 réplicas bioldgi-
cas (n=3). El efecto del tratamiento a diferentes tiempos se probd con un test LSD del ANOVA multiple.

CAR MAC
Semanas frio PS TOTAL ds PS TOTAL ds
0 Control 88.31 1.95 ab 97.99 0.90 ab
1 89.64 8.18 ab 91.47 5.12 ab
2 81.74 7.38 ab 104.41 5.87ab
6 97.41 13.04 b 98.87 0.36 ab
6 Control 112.54 13.35a 111.24 7.00 a
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3.1.2 Cuantificacion de la fotosintesis a largo plazo a bajas temperaturas

El estado fisioldgico de la planta y con él la fotosintesis, nos hizo intuir que el
estrés que se estaba ejerciendo era muy fuerte. En la Figura 10a-d se muestran
los diferentes indicadores usados para monitorear la fotosintesis. En la Figura 10a
se muestra la gran disminucion en la fijacion de CO,. Tan solo después de una
semana a baja temperatura la tasa neta fotosintética disminuyo a valores cercanos
a 0 pmol CO, m?s-". La Figura 10b muestra la conductividad estomatica (gs), en
este caso, la conductividad fue cayendo progresivamente hasta alcanzar unos
valores cercanos a 0 mmol H,O0 m? s™ después de 6 semanas de tratamiento.
Dado el cierre estomatico, la evapotranspiraciéon (Figura 10c) también disminuyo
progresivamente hasta que alcanzo¢ valores de 0.4 mmol H,O0 m? s™. En el caso
de la concentracién de CoO, subestomatico Ci (Figura 10c), la concentracion de
CO, aumento hasta valores de 400 pmol CO, mol™. En general, como se ha indi-
cado anteriormente, hubo una represion muy fuerte del proceso de fotosintesis
sin mostrar diferencias significativas entre patrones a los diferentes tiempos de
estrés. Este hecho también explica por qué el crecimiento se detuvo por completo.
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Figura 10. Medida de la actividad fotosintética. a) asimilacion de la tasa neta de CO, (ACO,, umol CO,
ms™), b) conductividad estomética (gs, mmol H,O m? s™), ) tasa de transpiracion (E, mmol H,0 m™
s7), y d) concentracion de CO, subestomatico (Ci umol CO, mol™). Las medidas corresponden a los
patrones citrange Carrizo (CAR) y C. macrophylla (MAC) injertados con ‘Valencia Delta seedless’ y
crecidos a 1°C de temperatura durante O, 1, 2, 3, 4, 5y 6 semanas. Los valores mostrados representan
la media = DS entre 3 réplicas bioldgicas (n=3) y 2 réplicas técnicas. El efecto del tratamiento a dife-
rentes tiempos se probd con un test LSD del ANOVA multiple.
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3.1.3 Relaciones hidricas, potencial osmético, potencial hidrico y RWC% a bajas
temperaturas a largo plazo

Las medidas de potencial hidrico (W) resultaron contrarias a lo que realmente
esperabamos a largo plazo. El potencial hidrico (Figura 11a) aumentd con el tiem-
po, por lo que ambos genotipos han detenido el transporte de agua apoplastico
y no tendrian la necesidad de adquirirla del suelo. Esto resulté coherente con los
resultados obtenidos anteriormente, donde la fijacion de CO,, la conductividad
estomatica y la evapotranspiracion estaban totalmente reprimidas, por lo que
la planta disminuyd al maximo la necesidad de absorcién de agua. Entre ambos
genotipos se observé una diferencia intrinseca que hizo que ambos patrones tu-
vieran unos valores de potencial hidrico diferenciales estadisticamente desde el
inicio del tratamiento y que mantuvieron durante el tratamiento con frio también.
El potencial hidrico aumentd con el tiempo hasta llegar a la mitad de su valor en
plantas control, por lo que consideramos que no hay diferencias significativas
estadisticamente entre patrones.

El potencial osmaético (pm) (Figura 11b) disminuyd con el tiempo en am-
bos patrones y pasé de valores de —1.4 MPa y -1.3 MPa en CAR y MAC respecti-
vamente en las plantas control a =1.7 MPa y -1.8 MPa después de 6 semanas de
tratamiento con frio. En ambos patrones tuvo lugar la sintesis de osmolitos aunque
no se llegaron a detectar diferencias significativas entre patrones.
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Figura 11. Medida del potencial hidrico. a) potencial hidrico (W, Mpa) y b) potencial osmético (ym, Mpa).
Las medidas corresponden a los patrones citrange Carrizo (CAR) y C. macrophylla (MAC) injertados
con ‘Valencia Delta seedless’ y crecidos a 1 °C de temperatura durante O, 1, 2 y 6 semanas. Los valores
mostrados representan la media + ds entre 3 réplicas bioldgicas (n=3) y 2 réplicas técnicas. El efecto del
tratamiento a diferentes tiempos se probé con un test LSD con ANOVA multiple.

Se cuantificé el porcentaje relativo de agua en hoja (por sus siglas en
inglés RWC%) (Tabla 6). En ambos patrones el RWC% aumentd con el tiempo
resultando estadisticamente significativo después de 6 semanas de tratamiento
de baja temperatura y sin diferencias entre los patrones. Este resultado resultd
coherente con lo previamente obtenido de la fisiologia, tanto en fotosintesis como
en el potencial hidrico y es que parece que la planta no esta translocando agua
a larga distancia desde el suelo hacia las hojas.
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Tabla 6. Medida del RWC% (% del contenido relativo de agua en hoja). Las medidas corresponden a
los patrones citrange Carrizo (CAR) y C. macrophylla (MAC) injertados con ‘Valencia Delta seedless’y
crecidos a 1 °C de temperatura durante 0, 2 y 6 semanas. Los valores mostrados representan la me-
dia = DS entre 3 réplicas bioldgicas (n=3) y 2 réplicas técnicas. El efecto del tratamiento a diferentes
tiempos se probd con un test LSD con ANOVA multiple.

Semanas frio CAR ds MAC ds

0 93.62 0.05b 93.23 0.31b
2 97.61 0.46 ab 97.75 0.26 a
6 97.44 0.61a 97.71 0.30 ab

3.1.4 Determinacidn de la fluorescencia de la clorofila durante bajas
temperaturas a largo plazo

Se realizé un estudio de la fluorescencia de la clorofila en imagen (CFl) a partir de
un fluorimetro PAM-2100 Walz (Figura 12a-d y Tabla 7). La Figura 12 muestra la
representacion de los valores Fv/Fm en imagen por colores y su correspondiente
foto de la hoja. Se pone de manifiesto en las fotos (Figura 12a-d) que el tratamiento
de frio no causé dafios visibles en las hojas adultas totalmente desarrolladas. Sin
embargo, en la representacion que muestra el Fv/Fm por colores si se aprecia el
dafio producido por la disminucion de la temperatura como va transcurriendo con
el tiempo. En la Tabla 7 se muestran los datos cuantitativos del Fv/Fm y donde
se vio de nuevo la disminucion de la eficacia maxima del fotosistema Il (FSII). En
este caso, el Fv/Fm del patrén MAC fue menor significativamente que el de CAR,
0.516 frente a 0.625 después de 6 semanas de tratamiento, por lo que el FSIl de
las plantas de MAC estaria mas afectado por el proceso de fotoinhibicion que las
plantas CAR.

Tabla 7. Valores de Fv/Fm en unidades arbitrarias. Las medidas corresponden a los patrones citrange
Carrizo (CAR) y C. macrophylla (MAC) injertados con ‘Valencia Delta seedless’ y crecidos a 1 °C de
temperatura durante 0, 1, 2 y 6 semanas. Los valores mostrados representan la media + DS entre 3 ré-
plicas bioldgicas (n=3) y 2 réplicas técnicas (dos hojas por replica bioldgica). El efecto del tratamiento
a diferentes tiempos se probé con un test LSD con ANOVA multiple.

Semanas frio CAR ds MAC ds

0 0.810 0.00 ab 0.814 0.00a
1 0.701 0.03 bc 0.668 0.01c
2 0.592 0.08 cd 0.594 0.02 cd
6 0.625 0.02¢c 0.516 0.05d
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Figura 12. Fv/Fm e imagen de las hojas a) hojas de citrange Carrizo (CAR) en tratamiento control y
b) hojas del patron CAR después de 6 semanas de tratamiento, ¢) hojas de C. macrophylla (MAC)
en tratamiento control y d) hojas de plantas MAC después de 6 semanas de tratamiento. La figura
muestra las hojas de patrones CAR y MAC injertados con ‘Valencia Delta seedless’y crecidos a 1°C de
temperatura durante 0 y 6 semanas. Los valores de Fv/Fm variaron entre O (color negro segun escala)
y 1 (color rosa). La barra blanca representa la escala de 1 cm sobre la figura.
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Dado el presente resultado, decidimos realizar un andlisis mas exhaus-
tivo del aparato fotosintético. Realizamos una cinética de la fluorescencia en el
tiempo (Figura 13a-h) gue mostré que en el patrén CAR (Figura 13a) el YII (porcidn
de energia absorbida por la clorofila asociada al FSIl en la actividad fotoquimica,
es decir, electrones transportados) fue menor en tratamientos a 2 y 6 semanas de
frio que en MAC (Figura 13e) donde los valores a baja temperatura eran similares
que los valores control. Lo que significa que el patrén CAR esta protegiendo mas
sus fotosistemas que el patron MAC.

Los resultados del gP (Figuras 13b y 13f) muestran que en ambos ge-
notipos el tratamiento a baja temperatura aumenta este valor con respecto a su
control sin mostrar grandes diferencias al final de la prueba. La disipacién de
energia no-fotoquimica en forma de calor (NPQ) (Figura 13c y 13g) disminuyo en
los dos genotipos con respecto a su control. Aunque, si comparamos entre los
tiempos de exposicion a la baja temperatura, las plantas de CAR a 6 semanas de
tratamiento tuvieron una mayor disipacion en forma de calor que las plantas MAC.
Al igual que pasa con el NPQ, el gN (Figuras 13d y 13h) fue mayor en plantas CAR
a 2 y 6 semanas de tratamiento al final de la cinética (5 minutos). En el caso de
CAR en ambos casos (NPQ y gN) se ve que levemente estos valores son méas
altos como va alcanzando el final de la cinética, por lo cual se estaria protegiendo
gracias a la emision de energia en forma de calor.
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Figura 13. Efecto de la baja temperatura en los pardmetros de CFl durante 350 segundos (5 minutos).
a) y e) (Yl) eficiencia del quanta del PSIl b) y f) (gqP) disipacién de energia fotoquimica, c) y g) (NPQ)
disipacion de energia no fotoquimica en forma de calor, d) y h) (gN) disipacion de energia no fotoqui-
mica. Las figuras de la a-d corresponden a los patrones citrange Carrizo (CAR) y las figuras de la e-h
corresponden a las plantas de C. macrophylla (MAC), ambos injertados con ‘Valencia Delta seedless’y
crecidos a 1°C de temperatura durante 0, 1, 2 y 6 semanas. Los valores mostrados representan la media
entre 3 réplicas bioldgicas (n=3) y 2 réplicas técnicas (dos hojas). El efecto del tratamiento a diferentes
tiempos se probd con un test LSD con ANOVA multiple.
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También se realizd la cuantificacién de clorofilas que se incluyd dentro
del apartado de fluorescencia ya que estan estrechamente relacionadas. Las
clorofilas (Tabla 8) tendieron a degradarse en ambos patrones. La Cla y b dismi-
nuyeron en el patrén CAR un 25% y 36% después de 6 semanas de tratamiento,
sin embargo, en el patron MAC la reduccion fue tan sélo del 10% tanto de la Cl a
como de la Cl b.

Tabla 8. Cuantificacion de Clorofilas (ug g-1 PS). Las medidas de las Cl a, Cl b y Cl TOTAL corres-
ponden a los patrones citrange Carrizo (CAR) y C. macrophylla (MAC) injertados con ‘Valencia Delta
seedless’y crecidos a 1°C de temperatura durante O y 6 semanas. Los valores mostrados representan
la media + DS entre 3 réplicas bioldgicas (n=3) y 3 réplicas técnicas. El efecto del tratamiento a dife-
rentes tiempos se probd con un test LSD con ANOVA multiple.

Semanas Cla ds Clb ds ClI TOTAL ds
CAR 0 91.81 4.38 ab 32.255 2.08b 124.07 6.03 a

6 69.32 460b 20.411 2.41Db 89.73 6.29b
MAC 0 99.82 5.18 a 37.91 2.36 a 137.73 7.54 a

6 90.12 8.55a 35.19 413b 121.25 126 a

3.1.5 Cuantificacion de la concentracion de prolina y los genes putativos de
sintesis y degradacion en frio a largo plazo

La concentracién del aminodcido osmoprotector prolina se cuantificod en las hojas
de CARy MAC (Figura 14). La concentracién de prolina fue significativamente ma-
yor en plantas injertadas con CAR que en plantas MAC a las 2, 4 y 6 semanas de
tratamiento. El aumento de la concentracién de prolina maximo con el tratamiento
de baja temperatura fue en el patréon CAR después de 4 semanas de frio y fue de
unos 13 mg prolina por gramo de peso seco de hoja. El aumento de prolina fue
de mas del doble en CAR y ademas fue significativamente mayor con respecto a
las plantas MAC a las 4 semanas de tratamiento.

Puesto que la concentracion de prolina obtuvo un aumento significativo,
decidimos profundizar mas y realizar pruebas moleculares. Realizamos una cuan-
tificacion de la expresién de los genes que codifican para los enzimas de las rutas
de sintesis y degradacién de prolina. Previamente se realizé un arbol filogenético
para confirmar los genes putativos escogidos para Citrus clementina (Figura 15).
Para la enzima P5CS se obtuvieron dos posibles genes putativos, al igual que
ocurre para otras especies vegetales, como son A. thaliana, Medicago truncatula
y Helianthus tuberosus. Los resultados (Figura 15a) parecen indicar que la protei-
na que codifica para el gen LOC18038188 se parece a la proteina MtP5CS2 y el
gen LOC18044634 se parece mas a la proteina de HtP5CS1. Para confirmar que
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el LOC18044634 seria el gen putativo de P5CSTy el LOC18038188 seria el gen
putativo de P5CS2, aunque, para confirmar totalmente este resultado tendriamos
que realizar mas experimentos. En el caso de las proteinas P5SCR, dOAT y PSCHD
(Figura 15b-c y e) solo se obtuvo un gen que codificd para dichas enzimas y que,
ademas, tuvieron gran similitud con Glycine max en el caso de PSCR y A. thaliana
para las enzimas dOAT y P5CDH. Para la enzima de degradacion PDH (Figura 15d),
solo se obtuvo un gen que codifico para dicha proteina en Citrus clementina y que
se asemejd en un gran porcentaje a las dos proteinas de Helianthus tuberosus.
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Figura 14. Efecto de la baja temperatura en la sintesis de Prolina (mg PROLINA g de peso seco). Se
cuantificd la concentracion del aminoacido prolina en hojas de la variedad ‘Valencia Delta seedless’
injertada sobre los patrones citrange Carrizo (CAR) y C. macrophylla (MAC). Se realizaron las medidas
de la concentracién alas 0, 1, 2, 4 y 6 semanas de tratamiento a 1 °C de temperatura. Los valores
mostrados representan la media = DS entre 3 réplicas bioldégicas (n=3) y 3 réplicas técnicas. El efecto
del tratamiento a diferentes tiempos se probé con una prueba LSD con ANOVA muiltiple.
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Figura 15. Arbol filogenético de los genes putativos de sintesis y degradacion de prolina. Los &rbo-
les se construyeron empleando el método de Maxima Probabilidad (Maximum Likelihood) con un
bootstrap de 1000 réplicas. Los nimeros junto a los nodos representan los valores de bootstrap en
porcentaje. La linea de la escala indica la longitud de la raiz que corresponde al nimero de subs-
tituciones por posicién de aminodcido. Los nimeros de accesion del GenBank fueron: a) A. thalia-
na AtP5CS1 (OAP10756), A. thaliana P5CS2 (OAP05097), Medicago truncatula MtP5CS1 (CAC82184),
Medicago truncatula MtP5CS2 (AET87352), Citrus clementina CcP5CS2 (LOC18038188), Helianthus
tuberosus HtP5CS1 (AHJ08569), Citrus clementina CcP5CS1 (LOC18044634), A. thaliana FMN-linked
oxidoreductases superfamily protein (NP_190153); b) Citrus clementina CcP5CR (LOC18032970), Gly-
cine max GmP5CR (NP_001235914), A. thaliana AtP5CR (OA094594), A. thaliana 6-phosphoglucona-
te dehydrogenase family protein (EE73797); c) Citrus clementina CcdOAT (LOC18051867), A. thaliana
AtdOAT (AED95350), Helianthus tuberosus HtdOAT (AHJ08571), A. thaliana AtWIN1 (OAP16808); d)
Helianthus tuberosus HtPDH1 (AHJ08572), Helianthus tuberosus HtPDH2 (AHJ08573), Citrus clemen-
tina CcPDH (LOC18039477), A. thaliana AtPDH1 (AEE77659), A. thaliana AtPDH2 (NP_198687), Zea
mays ZmPDH (NP_001147577), A. thaliana uxin-responsive family protein (NP_566763); e) A. thaliana
AtP5CDH (NP_568955), Citrus clementina CcP5CDH (LOC18045924), Medicago truncatula MtP5CDH
(XP_003609016), Malus domestica MdP5CDH (ACL13549), A. thaliana AtALDH7B4 (NP_175812).
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A continuacion, se realizé la expresion génica de los genes putativos
codificantes para las proteinas de sintesis (Figuras 16a-d) y los genes putativos
de las proteinas que codifican para los genes de degradacion (Figuras 16e y 16f).
El gen P5CS1 (Figura 16a) aumento la expresion con el tiempo, lo que se corre-
laciond con el aumento de la concentracion de prolina. A pesar de que el patrén
CAR aumento la expresion hasta 6 veces con respecto al control y el patron MAC
aumento la expresion hasta 4 veces, la expresion del gen putativo P5CST no
resultod significativa, por lo que no se puede confirmar que hubiera diferencias
entre CAR y MAC. La expresion del gen putativo P5CS2 (Figura 16b) no obtuvo
diferencias significativas a lo largo del experimento y tampoco arrojoé diferencias
entre patrones. El Ultimo gen de sintesis a partir de la ruta del glutamato, P5CR
(Figura 16c¢), tampoco resulté significativa ni en el transcurso del experimento ni
entre genotipos. El gen putativo de sintesis dOAT (Figura 16d) que sintetiza prolina
a partir de la ruta de la ornitina, si que aumentd 13.5 veces la expresion en el patron
CAR a 4 semanas de tratamiento mientras que MAC aumenté en 6.2 su expresion
también después de 4 semanas de tratamiento. Los genes de degradacion de
prolina también se sobreexpresaron con el tratamiento a frio (Figuras 16e y 16f). El
gen putativo para P5CDH (Figura 16e) aumentd su expresion mayoritariamente de
manera significativa en el patron CAR y aumento la expresion significativamente
mas de 9 veces después de 4 semanas de tratamiento. El gen putativo para PDH
(Figura 16f) no mostré diferencias entre patrones ni tampoco entre los tiempos.
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Figura 16. Cuantificacion de la expresion génica relativa de los genes de la ruta de sintesis y de-
gradacion de prolina en hojas. La ruta de sintesis corresponde a los siguientes genes: a) putativo
LOC18044634 (P5CST), b) putativo LOC18038188 (P5CS2), ¢) gen putativo LOC18032970 (P5CR), d)
putativo LOC18051867 (dOAT). Los genes de degradacion: e) putativo LOC18045924 (P5CDH) vy f)
putativo LOC18039477 (PDH). La expresion génica corresponde a patrones CAR y MAC injertados con
‘Valencia Delta seedless’ y crecidos a 1 °C de temperatura durante O, 2, 4 y 6 semanas. Los valores
mostrados representan la media + DS entre 3 réplicas bioldgicas (n=3) y 3 réplicas técnicas. El efecto
del tratamiento a diferentes tiempos se probd con una prueba LSD del ANOVA multiple.
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3.2 Experimento 4

3.2.1 Cuantificacion de osmoprotectores: almiddn, azucares totales y prolina
en respuesta a frio a largo plazo

Los azlucares solubles totales y el almiddn se cuantificaron a partir de un método
espectrofotométrico a 0, 7, 15 y 30 dias de tratamiento a baja temperatura. En plan-
tas injertadas con la variedad ‘Valencia Delta seedless’ sobre l0s patrones CAR, los
azUcares solubles (Figura 17a) aumentaron el doble que en el patron MAC después
de 30 dias a 1 °C respecto el control. Por el contrario, las plantas MAC mostraron
un ligero incremento de los azlcares durante el tratamiento de frio, pero después
de 30 dias no se encontraron diferencia respecto a las medidas a tiempo 0.

El contenido de almidén mostré un incremento inicial en CAR a los 15
dias, y fue siempre mayor en las plantas tratadas a baja temperatura que los con-
troles (Figura 17b). Por otro lado, el contenido de almidén disminuyd ligeramente
en el patrén MAC a 15 y 30 dias de tratamiento de frio (Figura 17b).

Se cuantificd también la concentracion de prolina libre a partir de un
método espectrofotométrico a los 0, 1, 2, 4, 7, 15 y 30 dias de la exposicién para
confirmar los resultados de experimentos anteriores. Como era de esperar, la
concentracion de prolina en hoja aumenté con las condiciones de frio, siendo en
general mayor en CAR que en MAC, aunque fue significativamente mayor al final
del experimento, con mas del doble de incremento (Figura 17c).

Ademas, se realizé un perfil metabdlico de algunos metabolitos prima-
rios (Tabla 9). La cuantificacién se realizé a tiempo inicial de 0 dias y a 30 dias de
tratamiento de frio. Se observaron cambios en los azlcares reductores (ramniosa,
trehalosa y glucosa) en ambos patrones a los 30 dias, sin embargo, el incremento
en CAR fue mayor que en MAC. Es resefiable el gran incremento en fructosa y
trealosa, pero sobre todo en rafinosa donde en CAR aumenté de manera signifi-
cativa 330 veces y en MAC 300 veces.

Para los aminoacidos proteicos como son la fenilalanina y la prolina y
no proteicos como el GABA, después de los 30 dias no hubo diferencias cuan-
do se comparan ambos patrones (Tabla 9). Sin embargo, algunas diferencias se
obtuvieron para el aminoacido prolina donde la concentracién dos veces mayor
en CAR que en MAC, confirmando el resultado previo obtenido por el método
espectrofotométrico.
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Azlcares solubles (mg-1glucosa g PS)

Almidon (mg-1 glucosa g PS)

mg prolina g PS

Figura 17. Cuantificacién de osmolitos en hojas de la variedad ‘Valencia Delta seedless’ sobre citrange
Carrizo (CAR) y C. macrophylla (MAC). Las plantas injertadas se sometieron a 1 °C durante 0, 15y 30
dias. a) Los azlcares solubles con muestreos a los 0, 7,15 y 30 dias. b) Concentracion de almidén a los
0, 7,15y 30 dias y ¢c) Concentracion de prolinaalos 0,1, 2, 4, 7,15y 30 dias. Los valores son la media
DS de tres réplicas (n=3) y tres réplicas técnicas por casa muestra bioldgica. El efecto del tratamiento
fue probado con ANOVA multivariante, las letras indican diferencias significativas (P < 0.05) acorde

con la prueba LSD.
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Tabla 9. Cuantificacion relativa de metabolitos primarios en hojas de citrange Carrizo (CAR) y C. ma-
crophylla (MAC) injertadas sobre ‘Valencia Delta seedless’ a los 0y 30 dias de tratamiento. Los valores
son la media = DS de tres réplicas biolégicas (n=3) y tres réplicas técnicas por cada muestra bioldgica.
El tratamiento fue testado con ANOVA multivariante, las letras indican diferencias significativas (P <
0.05) acorde con el test LSD.

CAR MAC CAR MAC CAR MAC
Glucosa Fructosa Sacarosa
Control 1£0.14 b 1.11+0.05ab 1£0.53b 1.07x0.32Db 1£0.29 b 0.60%£0.11 b
Frio 1.14+£0.03 ab 1.36x0.16a 11.53%2.617a 8.86x1.54a 2.17x0.29a 1.92+0.09a
Rafinosa Ramniosa Trehalosa
Control 1+£0.14 ¢ 0.62+0.08c 1£0.083 bc 0.87+0.03 ¢ 1+0.47bc 0.69%0.05c
Frio  336.6£16.77a 299.55+10.27b 122%007a 1.13:0.01ab 3.02:¢051a ~°o"020
GABA Acido succinico Acido Fumdrico
Control 1+0.06 ¢ 1.17£0.17¢c 1£0.12ab 0.75%0.03 b 1+£0.02b 1.14£0.04 b
Frio 3.53£0.66 b 6.09+0.39a 1.95+x0.47 ab 2.08+0.58a 1.18+0.08 b 1.60+0.18 a
Acido palmitico Acido estedrico Glicerol
Control 1+£0.04 b 1.30%£0.07a 1+0.051T b 1.29+0.07 a 1+0.09 1.21+0.06 a
Frio 0.35+0.06 d 0.65+0.04c 0.37+0.06d 0.67+0.04c 0.52+0.05b 0.68+0.05b
Fenilalanina Prolina
Control  1:050ab  152:049a  1+0.44Db 0.92+0.09 b
, 2.22%x1.74
Frio 0.18+0.07 ¢ 0.56+0.38ab 3.11x1.74 a ab

3.2.2 La hormona ABA se acumula significativamente en las raices
del patron Carrizo
Se realizaron medidas de ABA y 4cido jasmonico en hojas y raices a 0, 15y 30
dias obteniendo resultados significativos entre érganos y patrones (Figura 18).
En las hojas, la concentracién de ABA disminuyd en MAC de 90 ng g PS
alos O diasa20ng g’ PSalos 15y 30 dias, mientras que permanecio constante
en CAR durante todo el experimento con una concentracion alrededor de 60 ng
g™ PS (Figura 18a). La concentracion de ABA en raices permanecio constante a
unos niveles bajos 10 ng g PS en MAC, pero en CAR tuvo un aumento de 3 veces
a los 30 dias. La concentracion de ABA en las raices de CAR a los 30 dias fue
sorprendentemente alta (40 ng g™ PS), cuando se comparé en MAC (5 ng g PS),
por lo que la concentraciéon en CAR fue 8 veces superior que en MAC (Figura 18c).
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La variacién en la concentracion de acido jasménico durante el tra-
tamiento de frio se muestra en las Figuras 18b-d. La concentracion de acido
jasmonico fue significativamente mayor en hojas de MAC, mientras que ambos
patrones mostraron niveles similares en las raices. Después de 15 dias de trata-
miento a 1 °C se produjo la disminucion de la concentracion de jasmonico en hojas
y raices de CAR y MAC. Después de 30 dias de frio, la concentracién de acido
jasmanico continda disminuyendo en CAR, mientras que en MAC se aprecia que
aumenta en ambos drganos, aunque solo de manera significativa en las raices.
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Figura 18. Cuantificacién de ABA y Acido Jasménico en hojas y raices de plantas de citran-
ge Carrizo (CAR) y C. macrophylla (MAC) injertadas de 'Valencia Delta seedless’ y crecidas a
1 °C y condiciones control durante 0, 15 y 30 dias. a) y c¢) representa la cuantificacién en hojas y
raices respectivamente y b) y d) la cuantificacion de acido jasmonico en hojas y raices. Los valo-
res son la media = DS de tres réplicas bioldgicas (n=3) y tres réplicas técnicas por muestra biold-
gica. El tratamiento fue testado con ANOVA multivariante, las letras indican diferencias significativas
(P < 0.05) acorde con la prueba LSD.

3.2.3 Las plantas de C. macrophylla presentaron mas dafios bajo estrés por frio
Se analizaron también las plantas de CAR y MAC en busca de efectos fenotipi-
cos causados por la disminucion por baja temperatura a 1 °C durante 30 dias.
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Sin embargo, la parte aérea de ‘Valencia Delta seedless’ presenté dafios en am-
bos patrones, las diferencias pueden observarse en los brotes mas jovenes, pero
fueron mas severos en las plantas injertadas con el patron MAC donde los brotes
jévenes comenzaron a marchitarse (Figura 19a), mientras en CAR permanecio sin
apenas dafios (Figura 19b).

CAROvs 15D (12692) CAR 0 vs MAC 15 D (2423)
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Figura 19. Dafio fenotipico en plantas injertadas de la variedad ‘Valencia Delta seedless’ sobre citrange
Carrizo (CAR) y C. macrophylla (MAC) y resumen del RNA-seq. a) muestra el patron MAC injertado al
final del experimento, a los 30 dias de frio a 1 °C; b) muestra el patréon CAR injertado después de 30
dias a 1 °C de tratamiento; c) comparacion entre los analisis interespecie e intraespecie. El nimero
de genes sobreexpresados fue representado por las barras de color verde y el nimero de genes que
se reprimieron se representaron en color rojo; d) diagrama de Venn que representa los DEGs que son
comunes en el estudio interespecie e intraespecie a los 15 dias de tratamiento de frio.
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3.2.4 Estudio transcriptomico y analisis de expresion diferencial

3.2.4.1 Vision general del RNA-Seq

El RNA-seq se llevd a cabo segun se describe en la seccion de procedimientos
experimentales. 12 librerfas “pair-end” se construyeron y secuenciaron con lecturas
de 200 pares de bases. Después del control de calidad 152,2 millones de pares de
lecturas se obtuvieron, con una media de 12,7 lecturas por muestra, contabilizando
30,6 Gb de secuencias listas para el analisis.

Como se ha detallado en la seccion de material y métodos, las lectu-
ras se mapearon frente a 36.454 transcritos del genoma de C. clementina. En
general, mas de 120 millones de lecturas (79%) mapearon frente los transcritos
de referencia, con 77,8 millones de lecturas alineadas una vez y 42,2 millones de
lecturas alineadas varias veces, mientras que 32,2 millones de lecturas no mapea-
ron. La media del nimero de lecturas por muestra fue de 100 millones. La media
del nimero de lecturas que mapearon por gen fue de 274,3 millones de lecturas.

3.2.4.2 La expresion diferencial entre Carrizo y Macrophylla es mayor

alos 15 dias de frio

Los genes expresados diferencialmente (de ahora en adelante DEGs, por sus
siglas en inglés) entre Carrizo y C. macrophylla se examinaron utilizando el pa-
guete EdgeR (Robinson and Oshlack, 2010), y los resultados fueron filtrados por
el P-valor de FDR a <0.05 y un valor de fold change log 1.

Los analisis de expresidon génica intraespecie se realizaron comparando
muestras del mismo patron después de 0, 15y 30 dias de tratamiento de frio, asi
pues, se compararon las muestras de CAR a los 15 y 30 dias y las muestras de
MAC a los 15 y 30 dias respecto a sus respectivos controles a los 0 dias de frio.
El tratamiento de frio a los 15 dias frente al tiempo 0 fue el que arrojé un mayor
rendimiento en la obtencion de DEGs en ambos patrones, 12.691 para CAR y 14.199
para MAC, comparado con los 409 y 4.391 obtenidos respectivamente cuando se
comparod el dia 30 con respecto al dia 15. El nimero de transcritos sobreexpre-
sados y reprimidos fue similar en todas las muestras (Figura 19c). Los resultados
del RNA-seq se validaron por RT-PCR (Figura 20).

Con el fin de identificar los transcritos que intervienen en la tolerancia a
CAR frente a la baja temperatura, se realizd una comparacion interespecie entre
patrones con las muestras recogidas los mismos dias de tratamiento de frio, asi
pues, los transcritos de CAR a 0, 15 y 30 dias se compararon con los respectivos
de MAC a 0, 15 y 30 dias. El nimero de DEGs fue mucho menor que en la estra-
tegia anterior intraespecies, el mayor nimero de DEGs, 2.423, se obtuvo de la
comparacion de las muestras a 15 dias de frio, mientras que los analisis de 0 y 30
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dias solo mostraron 186 y 119 DEGs, respectivamente. El nimero de transcritos
sobreexpresados y reprimidos fue similar en todas las muestras (Figura 19c).
Como el mayor numero de DEGs se obtuvo del tratamiento a frio a los
15 dias, centramos nuestros analisis en dicho tiempo, cuando la respuesta a baja
temperatura a largo plazo parecia estar en el pico. La identificacion de los DEGs
obtenida con ambas aproximaciones a los 15 dias se compard (Figura 19d), y pue-
de observarse un gran solapamiento. Asi pues, 9.826 DEGs se encontraron en los
analisis intraespecies entre MAC 0 y CAR 0 frente a MAC 15 y CAR 15, donde se
contabilizaron un 77% y un 70% de todos los DEGs obtenidos. Igualmente, 2.104
DEGs de la comparacién interespecies de MAC 15 frente a CAR 15 puede encon-
trarse en alguno de los estudios intraespecie, que representa el 87% de los DEGs
identificados. Un grupo de transcritos de 872 (366 sobreexpresados y 506 repri-
midos) se detectd en los 3 estudios de expresion génica realizados a los 15 dias.

3.2.4.3 La anotacion funcional de los DEGs revela las rutas principales asociadas
a la respuesta a frio a largo plazo

La anotacion funcional de los trascritos de C. clementina se realizd con el software
BLAST2GO (Gotz et al., 2008), y se llevd a cabo un andlisis de enriquecimiento con
el fin de identificar funciones sobre representadas entre los DEGs obtenidos en
los analisis inter e intraespecies, que podrian estar relacionados con la respuesta
a la baja temperatura. Con el fin de llevar a cabo el andlisis de enriquecimiento
funcional se empled la herramienta FatiGO empleando la anotacion funcional del
set de DEGs obtenida de las comparaciones intra (0 vs 15D) e inter (CAR vs. MAC)
y con el minimo valor FDR que aparecid sobre representado en al menos 2 de las
3 comparaciones (Tabla 10).

Seccién 3. Resultados

81



600 300
DREB 1D DREB 1B
500 | memmm CAR 250
== MAC
400 { —*— CAR 200
—o— MAC
300 1 150
200 1 100
100 - 50
0 T \H 0 T T
0 15 30 0 15 30
25 60
PDH _ c WCOR413 d
20 - 50
40
15 A
30
10 -
g 20
©
& g
[ 10
8
£ 0 = 0
S 0 15 30 0 15 30
c 6 35
kel P5CS e P5CDH f
3 s 3.0
o
3
O 4l 25
é) 2.0
3]
=
s 1.5
2]
1.0
1 I 0.5
0 T T 0.0
0 15 30 0 15 30
50 6
NCED g PP2C h
40 5
4
30 4
3
20 |
2
10 - ;
0 — . 0 [ 0 I . . o/
0 15 30 Dias de frio 0 15 30

Figure 20. DEGs seleccionados para la validacién del RNA-seq. Las barras representan los TMMs pro-
venientes del analisis de RNA-seq vy las lineas en rojo el nivel de expresion relativo proveniente de las
RT-PCR. a) DREBTD (LOC18033409), b) DREB1B (LOC18049462), c) PDH (LOC18039477), d) WCOR413
(LOC18035610), e) P5CS (LOC18044634), f) PSCDH (LOC18045924), g) NCED (LOC18046011) and h)
PP2C (LOC18043434). Las muestras se midieron en hojas de la variedad ‘Valencia Delta seedless’
injertada sobre los patrones citrange Carrizo (CAR) y C. macrophylla (MAC) y tratadas a 1 °C de tem-
peratura durante 15 y 30 dias y en condiciones control (0 dias). Los valores resultaron de la media +
DS de tres réplicas bioldgicas y tres réplicas técnicas por muestra bioldgica (n=3).
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Tabla 10. Los 40 términos GO mas sobrerrepresentados de la categoria de proceso bioldgico a los 15
dias de tratamiento de frio.

N° GO Nombre GO FDR
CARO-MACOD CARO0-15D MAC 0-15D

G0:0009409 Respuesta a frio 6.14E-12 5.04E-12
G0:0009768 Fotosintesis, recoleccion de luz fotosistema i 4.98E-06 1.45E-06
G0:0010200 Respuesta a quitina 1.90E-10 7.99E-05 5.24E-06
GO:0006633 Proceso biosintesis de acidos grasos 8.94E-04 2.54E-04
G0:0009642 Respuesta intensidad de luz 9.02E-04 3.59E-04
GO:0080167 Respuesta a karrikina 1.92E-03 1.26E-06 1.75E-06
G0:0018298  Proteina de unién a cromoforo 2.57E-05 1.39E-03
G0:0055081 Homeostasis anién 1.28E-03 9.26E-04
G0:0009744 Respuesta a sacarosa 2.59E-03 9.90E-04
G0:0009312 Proceso de biosintesis de oligosacaridos 2.08E-03 2.43E-03
G0:0042754 Regulacion negativa del ciclo circadiano 3.67E-03 2.20E-03
G0:0009753 Respuesta a acido jasmonico 6.28E-03 1.92E-03
G0:0009751 Respuesta a acido salicilico 4.55E-10 8.26E-03
G0:0009688  Proceso biosintético de &cido abscisico 8.72E-03 4.88E-03
G0O:0006000 Proceso metabdlico de fructosa 1.41E-02 6.69E-03
G0:0071483 Respuesta cellular a luz azul 1.02E-02 1.46E-02

GO:0000302 Respuesta a especies reactivas de oxigeno 2.87E-02 1.19E-04
G0:0000413 Isomerizacién peptidil-prolil 2.24E-02 6.44E-03
G0O:0009816 Respuesta a defensa frente bacteria 2.75E-02 2.94E-03
G0:0009734 Ruta de sefializacion por activacion a auxina 7.50E-05 3.06E-02
G0:0042631 Respuesta celular de privacion de agua 2.65E-05 4.53E-02 7.88E-04
G0:0002832 Regulacién negativa respuesta a estimulo bidtico 2.90E-02 2.35E-03
G0:0019640 Proceso catabdlico, xilulosa 5-fosfato 1.05E-03 3.19E-02
GO:0010109 Regulacién de la fotosintesis 1.43E-02 2.00E-02
G0:0010018 Sefializacién de luz rojo-lejano 3.43E-02 3.02E-03
G0:0031348 Regulacion negative de respuesta a defensa 1.44E-02 2.40E-02
G0:0009658 Organizacion del cloroplasto 3.37E-02 4.72E-03
G0:0009729 Deteccioén de estimulos a brasinoesteroides 1.91E-02 3.46E-02 8.26E-03
G0:0006116  Oxidacién a nadh 2.76E-04 4.18E-02
G0:0080148 Regulacion negativa deprivacion de agua 1.45E-02 2.79E-02
G0:0006006 Proceso metabdlico de la glucosa 1.76E-02 2.55E-02
G0:0006062 Proceso catabolismo sorbitol 1.54E-02 3.19E-02
G0:0051164  Proceso metabdlico I-xilitol 1.54E-02 3.19E-02
G0:2000038 Regulacion del complejo desarrollo del estroma 3.68E-02 1.21E-02
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G0:0046890 Proceso biosintético de regulacion de lipidos 1.74E-02 3.73E-02

G0:0010207 Ensamblaje del fotosistema ii 1.54E-02 4.18E-02
G0:0010114 Respuesta a luz roja 3.18E-02 3.03E-02
G0:0015996 Proceso catabolismo de clorofilas 32102 3.03E-02
G0:0007267  Sefalizacién célula-célula 3.46E-02 3.79E-02
G0:0008643 Transporte de carbohidratos 4.57E-02 2.75E-02

Las funciones bioldgicas mas enriquecidas fueron “respuesta a frio”, con el re-
sultado FDR mds bajo. Otras anotaciones funcionales mas sobrerrepresentadas
fueron la movilizacién de azucares, regulacion por las hormonas ABA y JA o luz
y ritmo circadiano.

Encontramos una abundancia de términos GO relacionada con la “ruta
de metabolismo de los azlcares” (respuesta a sacarosa, procesos de biosintesis
de oligosacaridos, procesos metabdlicos de fructosa, procesos de catabolismo
de glucuronactato a xilulosa 5-fosfato, proceso de metabolismo de glucosa, pro-
ceso de metabolismo de fructosa, proceso de catabolismo de sorbitol, proceso
metabdlico de L-xilitol que se muestra en la Tabla 10. También resultaron impor-
tantes otros procesos como el de biosintesis de oligaosacaridos de la familia de
la rafinosa presente en las comparaciones interspecies, o de catabolismo de la
galactosa obtenido en las comparaciones CAR O vs CAR 15.

También se encontraron procesos relacionados con la respuesta a luz
y reloj circadiano, procesos relacionados con la fotosintesis, captacion de luz
por los fotosistemas, unién de proteina-cromoéforo, regulacion negativa del ritmo
circadiano, ruta de sefializacion de la luz roja lejana, y la respuesta a luz roja.

Algunos procesos relacionados con la sefializacién hormonal también se
encontraron: respuesta a JA, respuesta a acido salicilico, procesos de biosintesis
de ABA, ruta de activacién de sefalizacion de auxinas, etc.

Resultados similares se obtuvieron cuando se analizé la base de datos
de KEGG con el fin de determinar las rutas representadas entre los DEGs a los
15 dias (Tabla 11). Claramente, el metabolismo de carbohidratos fue el mas re-
presentado, con 512 loci que intervinieron, con las rutas del metabolismo de los
azUcares reducidos como la sacarosa, galactosa o fructosa ofreciendo el mayor
numero de DEGs.
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Tabla 11. Rutas KEGG mas representadas de entre los DEGs a 15 dias de tratamiento de frio a 1 °C.

RUTAS KEGG Numero Locis
Metabolismo de Metabolismo del almidon y sacarosa 72
carbohidratos
Glicadlisis / Gluconeogénesis 69
Metabolismo de aminodcidos y nucledtidos 69
Metabolismo de glutation 60
Metabolismo de piruvato 39
Metabolismo de fructosa y manosa 37
Metabolismo de galactosa 35
Metabolismo de glioxilato y dicarboxilato 33
Interconversion de pentosa y glucuronato 32
Ciclo del citrato (Ciclo ATC) 30
Metabolismo de ascorbato y aldarato 30
Ruta de la pentosa de fosfato 28
Metabolismo de inositol fosfato 18
Metabolismo propanoato 15
Metabolismo butanoato 5
TOTAL 572
Adaptacion medioambiental Transduccién de sefiales hormonales 223
Ritmo circadiano 40
TOTAL 263
Metabolismo de lipidos Metabolismo de glicerofosfolipidos 52
Degradacion de fosfolipidos 29
Metabolismo de glicerolipidos 28
Metabolismo de acido alfa-linoleico 23
Biosintesis de esteroides 21
Metabolismo de dcidos grasos 21
Metabolismo de éter-lipidos 16
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Metabolismo de acido araquidénico 10
Metabolismo de acido linoleico 9
Biosintesis de &cidos insaturados 7
Sintesis y degradacién de cuerpos cetonicos 2
Metabolismo de esfingolipidos 1
TOTAL 230
Biosintesis de otros Biosintesis de fenilpropanoides 122
metabolitos secundarios
Biosintesis de flavonoides 40
Biosintesis de carotenoides 36
Biosintesis de isoquinolina alcaloide 13
Biosintesis de flavanona y flavonol 3
Biosintesis de antocianos 2
TOTAL 216
Metabolismo de Metabolismo de cisteina y metionina 51
aminoacidos
Metabolismo de prolina y arginina 35
Biosintesis de fenilalanina, tirosina y triptéfano 32
Metabolismo de glicina, serina and treonina 28
Degradacion de valina, leucina e isoleucina 27
Metabolismo de alanina, aspartato y glutamato 23
Degradacién de lisina 12
TOTAL 129

263 DEGs se obtuvieron relacionados con la adaptacién al medio, especialmente
con la transduccién de sefiales hormonales y el ritmo circadiano, que juega un
papel crucial en la respuesta a estrés por frio. De manera similar, las rutas del me-
tabolismo de lipidos con 230 DEGs, biosintesis de otros metabolitos secundarios
con 216 DEGs, y el metabolismo de los aminoacidos con 129 genes ampliamente

representados en el grupo de DEGs a los 15 dias.
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3.2.4.4 Ruta de regulacion CBF

Nosotros identificamos 3 genes CBF/DREB like en el genoma de C. clementina,
que codificaron para DREB1B (LOC18049462), DREBID (LOC18033409), y DREB2A
(LOC18043521), se encontraron sobreexpresados en muestras de CAR 15y MAC
15 con respecto a CAR 0 y MAC 0 (Figuras 20 y 21a). Curiosamente, ambos Fold
Change (de ahora en adelante FC por sus siglas en inglés Fold Change) y niveles
de expresion normalizada fue en general mayor en muestras del patron CAR que
en el de MAC. Por ejemplo, para DREB1D el FC en MAC 0 vs MAC 15 fue 18 veces
mayor que en CAR 0 vs CAR 15, y el nivel de expresién fue cercana a tres veces
mayor que para MAC (Figura 20 y 21a).

ldentificamos un ortdlogo del gen ICET, LOC18051975, que mostré una
gran disminucion en su expresion en ambas muestras MAC y CAR tal y como ocu-
rria en el capitulo 1 (experimentos 1y 2). La proteina COP1, que codifica para el gen
LOC18050526, responsable de la degradacion de ICET, mostré una disminucion
estable en ambos patrones CAR y MAC durante el tratamiento de frio (Figura 21a).
El gen SIZ1, LOC 18045500, que media la conjugacion de grupos SUMO a ICE1,
parece estar diferencialmente expresada en las comparaciones de intraespecie
CAR 0 vs CAR 15 y MAC 0 vs MAC 15, y su expresién a 15 dias de frio fue mayor
en las muestras de CAR (Figura 21a).

El factor de transcripcion SOCT relativo a citricos y que actla como
regulador negativo de la respuesta a frio (LOC18046724), se encontrd reprimido
durante el tratamiento a baja temperatura, ademas de encontrar también el induc-
tor MYB15 (LOC18032541) de los genes CBF también con los niveles de expresion
aumentados durante el mismo periodo de tiempo.

Los factores de transcripcion que activan los genes COR por la ruta
CBF-independiente se indujeron también en nuestras condiciones (Figura 21a),
ZAT10 (LOC18035015), ZAT11 (LOC18039334) y ZF (LOC18056156), aparecen
como diferencialmente expresados y mostraron un incremento en 1os nive-
les de expresién a lo largo de los dias en presencia de frio. LOC18034062 y
LOC18055900 que son los factores ZAT12 y HSFC1 mostraron un patron de ex-
presién similar a los factores anteriores (ZAT10, ZAT11y ZF), pero en este caso su
nivel de expresion fue significativamente mayor en CAR que en el patron MAC. A
este grupo de genes pertenece la proteina DEARTA, que codifica para el locus de
citricos LOC18036471, el cual su expresion disminuyé en MAC 0 vs MAC 15, que
mostrd unos niveles de expresion significativamente mayores que los transcritos
en CAR 15 respecto a MAC15 (Figura 21a).
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Figura 21. Mapa de calor que muestra la expresion génica (TMMs) en la respuesta a frio en plantas de
la variedad ‘Valencia Delta seedless’ sobrecitrange Carrizo (C) y C. macrophylla (M) a 0,15y 30 dias de
frio. a) regulon CBF, b) genes relacionados con la luz c) genes de la cascada MAP kinasa.

3.2.4.5 Senalizacion por luz y ciclo circadiano

Los genes diferencialmente expresados (DEGs) incluyen algunos factores clave
en la integracién de la luz y ciclo circadiano con la respuesta a frio (Figura 21b).
Se identificaron los ortdlogos de citricos del fitocromo A (LOC18035337) que
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forma parte de la respuesta a frio y fue sobreexpresado sélo en plantas CAR 15 y
el fitocromo B (LOC18033413), que tuvo un papel antagonista que se reprimié en
todas las muestras a los 15 dias de tratamiento. Otros miembros relevantes del
sistema de regulacion por luz diferencialmente expresados fueron los factores PIF3
(LOC18034179), PIF4 (LOC18043439) y PIF7 (LOC18046731) con la disminucién
de los niveles de expresién. El gen en citricos LHY (LOC18047565) se reprimid
durante el tratamiento por frio. Sin embargo, la expresion fue siempre mayor en las
muestras de CAR respecto a las de MAC. Por ejemplo, en las muestras de CAR15
con 4716 TMMs y en MAC15 1445 TMMs.

También se identifico el gen ortdlogo HY5, LOC18054790, el cual mostro
un ligero incremento de la expresion en las muestras de CAR15, mientras que en
MAC15 se mantuvieron estables. Asi pues, la cantidad de transcritos de HY5 fue
4 veces mayor en CAR15 que en MAC15. Al igual ocurrio a tiempo 30, donde en
CAR3O0 la expresién fue 3 veces mayor que en MAC30.

3.2.4.6 Cascadas de sefalizacion de calcio y MAP kinasas

Se encontraron también diferencialmente expresados genes que codifica-
ron para proteinas kinasas activadas por mitdgenos (Figura 21c) como MEKK1
(LOC18040613), MEKK5 (LOC112100736), y MKK6 (LOC18056166), que dismi-
nuyeron la expresion en MAC 15 y CAR 15 con respecto a sus MAC 0 y CAR
0. También identificamos 2 ortdlogos en citricos de receptores regulados por
calcio/calmodulina kinasa CRLKTy CRLK2, (LOC18054581y LOC18039195), que
mostraron un incremento de los niveles de expresion en muestras con 15 dias de
tratamiento en ambos patrones, pero significativamente mayor en el patron CAR.

3.2.4.7 Metabolismo de los aztucares y aminoacidos

Acorde con los cambios observados en la acumulacion de los azlcares solubles
(Figura 17 y Tabla 8), se encontraron numerosos genes diferencialmente expresados
relacionados con el metabolismo de los azlcares durante el tratamiento con frio.
En el presente trabajo se muestran los resultados mas importantes. La rafinosa
fue el azUcar soluble que mas incrementd con el tratamiento a bajas temperaturas
(Tabla 8). Encontramos algunos genes putativos ortélogos que codificaron para
galactinol sintasa (Figura 22a), GOLST (LOC18044188), y GOLS2 (LOC1804098, y
LOC18031271) y la rafinosa sintasa, también conocida como la galactinol-sacarosa
galactosil transferasa, RFS7 (LOC18031328), RFS2 (LOC18047580), RFS5
(LOC18050892), y RFS6 (LOC18055822). Estos enzimas resultan clave para la sin-
tesis del azUcar rafinosa, y muestran un incremento en su patrén de expresion con
un FC significativo de acuerdo con los resultados obtenidos en la cuantificacion
de azucares (Tabla 8).
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Figura 22. Mapa de calor de los DEGs (expresados en TMMSs) correspondientes al metabolismo pri-
mario y secundario en plantas de la variedad ‘Valencia Delta seedless’ sobre citrange Carrizo (C) y C.
macrophylla (M) a 0, 15 y 30 dias de frio. a) genes relacionados con el metabolismo de los azlcares y
aminodcidos y b) con la ruta de biosintesis de flavonoides y antocianos.

Nuestros andlisis también mostraron una acumulacion de fructosa durante el trata-
miento de frio (Tabla 8 y Figura 22a), y se encontraron dos posibles ortélogos para
la enzima fructosa-1, 6-bifosfatasa aldolasa (FBA), enzima clave en el metabolismo
de los azUcares, pero también que interviene en la respuesta de estrés abidtico.
Dos genes de citricos FBA se encontraron diferencialmente expresados, el que
se encuentra en el citosol (LOC18040008), y el cloroplastico (LOC18034756). El
FBA cloropldstico mostrd una expresion similar en ambos patrones CAR y MAC,
mientras que el ortdlogo citosdlico resultd incrementado con unos FC de 315y
5.02 en CAR 0 vs CAR 15 y MAC 0 vs MAC 15 respectivamente.
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El gen BAM1 (LOC 18048130) (Figura 22a) codifica para una 3-amilasa
que fue identificada previamente en Poncitrus trifoliata como PtrBAM1T, y resulté
también estar diferencialmente sobreexpresada, mostrando una reduccion de
expresion a los 15 dias de frio en las muestras de CAR y MAC.

El cambio mas significativo que se ha visto en la cuantificacion de ami-
nodcidos es el del aminoacido prolina, del cual, previamente en el Experimento
3 (Figura 16) se analizaron con mayor atencion los patrones de expresion de los
genes de sintesis y degradacién. Como en anteriores capitulos, en el presen-
te experimento 4 (Figura 22a) también se obtuvieron DEGs relacionados con la
sintesis y degradacién de la ruta del aminoacido prolina como se muestra en el
mapa de calor (Figura 22a). El mapa de calor represento la expresion del ortdlogo
de dOAT (LOC18051867); P5CSTy P5CS2 (LOC18038188 y LOC18044634); PDH
(LOC18039477), P5CR (LOC18032970) y P5CDH (LOC18045924). P5CS1, P5CS2,
PDH 'y P5CDH se sobreexpresaron de manera significativa en las plantas de CAR,
sin embargo, no lo hicieron en las de MAC (Figura 22a).

3.2.4.8 Metabolismo de antocianos y flavonoides

Los genes putativos que correspondieron para los genes FLST (LOC18037475) y
CIP75B17 (LOC18050323) aumentaron la expresion con respecto al tiempo 0 y ade-
mas su expresion tanto a 15 como a 30 dias de frio fue mayor en las plantas injerta-
das con el patron CAR (Figura 22b). El resto de los genes, UFGT7 (LOC18047244),
UFGT1 (LOC18032618) CHS (LOC18042808), CHS2 (LOC18051925) y CHI1
(LOC18044429) putativos que se muestran en el mapa de calor de la Figura 22b
resultaron estar algo reprimidos o sin cambios de expresién de 0 a 15 y 30 dias
de tratamiento, aunque siempre fue mayor en el patrén CAR, lo que se podria
correlacionar con una mayor activacion de la ruta de sintesis de antocianinas
(Figura 22b).

3.2.4.9 Regulacion hormonal

El andlisis se centrd en las hormonas que mostraron diferencias relevantes en el
tiempo 15 de tratamiento: giberelinas (GA) y brasinoesteroides (BRs) (Figura 23a),
4cido jasmonico (JA) (Figura 23b) y acido abscisico (ABA) (Figura 23c).
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Figure 23. Mapa de calor de los DEGs del metabolismo de hormonas (expresados en TMMs) en plan-
tas de la variedad ‘Valencia Delta seedless’ sobre citrange Carrizo (C) y C. macrophylla (M) en 0,15 y
30 dias de frio. a) genes relacionados con giberelinas y brasinoesteroides, b) genes relacionados con
el acido jasmonico y c) genes relacionados con el dcido abscisico.

Capitulo 2. Estrés por frio a largo plazo

92



La GA es una hormona que promueve el crecimiento por lo que, en pre-
sencia de estrés por frio, se produjo una reduccién de los genes de sintesis de
GA, que correlaciona con la supresion del crecimiento y el retraso de la floracion.
Esta posible reduccién de la concentracion de la hormona GA se logra a partir
de la activacién de la giberelerina 2-beta dioxigenasa (GA20x), para la que se
encontraron dos locis GA20x7 (LOC18050091) y la GA20x2 (LOC18049951), que
se sobreexpreso en CAR y MAC a los 15 dias, con respecto a sus respectivos
controles CAR 0 y MAC O (Figura 23a).

Los BRs también promueven el crecimiento, pero a diferencia de la GA,
parece que controla positivamente la respuesta a frio. Se identificaron los orté-
logos del gen CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENESIS AND DWARFISM, CPD
(LOC 18044077) y DWF4 (LOC18037059), que resultd reprimirse de 0 a 15 dias,
sin embargo, los niveles de expresion se mantuvieron mas altos en las muestras
de CAR, especialmente DQF4. El gen BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1 asociado
al receptor proteina kinasa 1, Brl1, el receptor de BR se ha visto que promueve la
aclimatacion a frio y que el locus Bri1, LOC18041991, se encontrd sobreexpresado
a 15 dias con respecto a los 0 dias en CAR respecto a plantas de MAC (Figura 23a).

El JA es una hormona que puede participar en la priorizacion del
crecimiento a la respuesta frente al estrés dando lugar al proceso de aclima-
tacién. Diferentes genes que intervienen en la inactivacién de los represores
JAZ se mostraron sobreexpresados en MAC 15 y en CAR 15 (Figura 23b): Cu-
llin (LOC18049048), RINGT (LOC18047608) y 4 miembros de la familia SKP1
(LOC18037411, LOC18041740, LOC18033735, and LOC18045891). Comparativa-
mente, el transportador de JA JATT/ABCG20 (LOC18039803) aparecié activado en
las muestras a 15D. El represor de respuesta a jasmonatos TIFY 4B (LOC18047873)
aparecio reprimido en CAR15 y MAC15, mientras AFPH2/NINJA (LOC18055945),
no mostrd diferencias significativas entre 0 y 15 dias, pero las muestras de CAR
tuvieron un numero significativamente menor de transcritos que los patrones
MAC. Finalmente, el activador clave de JA, el factor de trasncripcion bHLH MYC2
(LOC18047048), tuvo el nivel de expresion mayor en CAR, mientras que en MAC15
respecto a MACO se redujo la expresién (Figura 23b).

El acido abscisico (ABA) se mostrd como el regulador central de la se-
fializacién a baja temperatura, actuando como una sefial transportadora a larga
distancia con el fin de mediar la comunicacién de raiz a hoja en condiciones de
estrés. Encontramos algunos genes relacionados con la sintesis y transporte de
ABA, como también los genes que codifican para los receptores de la hormona
diferencialmente expresados en nuestras muestras (Figura 23c).

Estos genes que intervienen en la biosintesis de ABA (Figura 23c), abscisi-
co-aldehido oxidasa AAO3 (LOC18033897, LOC18034272), zeaxantina epoxidasa ZEP
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(LOC18036737), xantoxin deshidrogenasa ABA2 (LOC18038883), y neoxantin sintasa
ABA4 (LOC18039410), aparecieron todas reprimidas en MAC15 y CAR15 respecto
MACO y CARQ, y sdlo la 9-cis-epoxicarotenoide-dioxigenasa NCED3 (LOC18046011)
incrementd su expresion en las muestras a 15 dias (Figura 18 y Figura 23c).

Por otro lado, algunos genes con similitud significativa a los transporta-
dores de ABA (Figura 23c) pertenecientes a las familias NRT1/PTR y ABCG, con-
cretamente, NRT1(LOC18047775), NRT2 (LOC180047776), NRT3 (LOC18032684),
NRT4 (LOC180319230), ABCG40 (LOC18035930, LOC18036075), se sobreex-
presaron en las muestras a 15 dias, con excepcion de ABCG22 (LOC18038312),
que se reprimid claramente en las muestras de MAC y su expresion se mantuvo
alta en plantas de CAR.

Se pudo observar un claro aumento de expresion en las muestras de
CAR15 para los genes ortoélogos de citricos pertenecientes a la familia de recep-
tores de ABA, PYL (PYL8 / LOC18048127, PYL9 / LOC18049819) asi como para
aquellos involucrados en la integracion de sefializaciéon de ABA como la serina /
treonina-quinasa SRK2E (LOC18035057) o miembros de la familia de la protei-
na fosfatasa 2 C, PP2C 16 (LOC18037418), PP2C 24 (LOC18034994), PP2C 37
(LOC18043434) (Figura 23) y PP2C 75 (LOC18033189). En este caso los valores
de expresion normalizada fueron significativamente mayores en las muestras de
CAR 15 con respecto a las de MAC 15.

3.2.4.10 Inhibicién de la fotosintesis, catabolismo de clorofilas y fluorescencia
Se observo un enriquecimiento de DEGs en funciones relacionadas con la fo-
tosintesis: “fotosintesis, recoleccion de luz por el fotosistema I, “respuesta a la

n o« n o«

intensidad de luz’, “regulacion de la fotosintesis”, “organizacion del cloroplasto’,
“regulacion del desarrollo del complejo estomatico”, “ensamblaje del fotosistema I
y “proceso catabdlico de clorofilas” (Tabla 9). Los DEGs que se consideraron mas
importantes y con un FC mayor se muestran en la Figura 24. El presente mapa de
calor muestra cémo de manera general los genes relacionados con fotosintesis y
proteccién de los fotosistemas se encuentran reprimidos una vez se presento el
tratamiento de frio, pero resultaron estar no tan reprimido en Carrizo en términos
generales durante el tratamiento a 15 dias.

Como se mostré en los resultados fisioldgicos, el tratamiento con baja
temperatura inhibié completamente la fotosintesis, transpiracion, conductividad
estomatica y fijacion de CO, de la misma manera en ambos patrones (Experimen-
to 3, Figura 10), lo que estaria en consonancia con los resultados obtenidos en
los analisis por RNA-seq donde la funcién “fotosintesis, recoleccién de luz por el
fotosistema I” fue de las mas representadas tanto en el andlisis intraespecies de
CAR como en MAC. En la Figura 24, el mapa de calor representa los DEGs que

Capitulo 2. Estrés por frio a largo plazo

94



intervienen en el FSIy que fueron FAC1 (LOC18033147), PSAD2 (LOC18046879),
PSAE2 (LOC18049269), PSAN (LOC18041631) y LHCb7 (LOC18055368). Otra de
las funciones relacionadas con la fotosintesis que también resultd enriquecida en el
RNA-seq fue “regulacién de la fotosintesis” (Tabla 9) que presentd diferencias en-
tre patrones, aunque en ambos genotipos la fotosintesis se inhibid completamente.

FOTOSINTESIS

FD2
PSBS
PSIIS 05
FdC1 0
PSBO2
PQL1
PSAD2
PSAE2
PSAN
PBS27
HCF136

5 KDa chl prot
PSB28
PETE1
LHCB1.2
LHCB1.3
LHCB6
LHCB7
LHCB8
LHC4
LHCA6

|
o
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Figura 24. Mapa de calor que muestra la expresion génica (TMMs) de los DEGs relacionados con la
fotosintesis en plantas de la variedad ‘Valencia Delta seedless’ sobre citrange Carrizo (C) y C. macro-
phylla (M) a 0, 15 y 30 dias de frio.

Las plantas injertadas con el patron CAR sufrieron una mayor degradacion de
clorofilas que las plantas del patrén MAC como se mostrd en la Tabla 7 del ex-
perimento 3. Ademas, lo confirma también el resultado de enriquecimiento de
genes en las funciones “proceso de catabolismo de clorofilas” (Tabla 9) y en la
“organizacion del cloroplasto” intimamente relacionadas con el ensamblaje del
PSlIl y su fotoproteccion (Tabla 9) con un FDR significativo en las comparaciones
entre CAR y MAC para 15 dias (Tabla 9). Los DEGs relacionados (Figura 24) con
estos procesos fueron PSBS o CP22 (LOC18042569), PSBO 2 (LOC18036420),
PSB27 (LOC18052634) y PSB28 (LOC18054549).
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3.2.4.11 Acuaporinas PIP y las relaciones hidricas
Se analizaron los resultados de los DEGs tanto en los dos experimentos intra-
especie a 15 dias de frio (CAR 0 vs. CAR 15 y MAC 0 vs. MAC 15) como en el
experimento interespecie (CAR 15 vs. MAC 15) (Tabla 12) y se obtuvo que en la
comparacion CAR 0 vs. CAR 15, tres PIPs de las cuatro encontradas mostraban una
expresién de represion; PIP1-2 (LOC18048648), PIP2-1 (LOC18035633) y PIP2-8
(LOC18034159) y en cambio la PIP1-2 (LOC18044530) se sobreexpresd 3 veces
después de 15 dias de tratamiento de frio. En el caso de las plantas MAC (MAC
0 vs. MAC 15) se obtuvieron ocho DEGs que codifican para ocho PIPs putativas
de las nueve que se obtuvieron en la anotacion de Citrus clementina. Ademas de
obtener un mayor nimero de PIPs reprimidas en MAC se reprimieron con unos FC
mucho mas negativos (Tabla 12) que en el caso de las PIPs de las plantas CAR.
En el caso del experimento interespecie (CAR 15 vs. MAC 15) (Ta-
bla 12) se obtuvieron cuatro genes putativos de las PIPs que fueron la PIP2-1
(LOC18035633), PIP 2-2 (LOC18039157), PIP2-2 (LOC18039599) y la PIP2-5
(LOC18043954), las cuales resultaron estar menos reprimidas en los patrones
CAR respecto en MAC después de 15 dias de tratamiento a bajas temperaturas.
Ademas, las acuaporinas obtenidas resultaron corresponder a acuaporinas PIP
del tipo PIP2.

Tabla 12. Muestra los DEGs de las proteinas PIP en los dos estudios intraespecie (CAR O vs. CAR 15y
MAC 0 vs. MAC 15) e interespecie (CAR vs. MAC). FC, es la tasa de cambio de expresion.

GeneBank Alias FC Anotacion

CAROvs.CAR 15

LOC18044530 3,01 probable acuaporina PIP1-2
LOC18048648 -9,07 probable acuaporina PIP1-2
LOC18035633 -4,71 acuaporina PIP2-1

LOC18034159 -10,85 probable acuaporina PIP2-8

MAC 0 vs. MAC 15

LOC18039073 -8,80 probable acuaporina PIP1-2
LOC18048648 -22,85 probable acuaporina PIP1-2
LOC18045473 -8,97 acuaporina PIP1-5
LOC18035633 -15,21 acuaporina PIP2-1
LOC18039599 -200,7 acuaporina PIP2-2
LOC18039157 -10,16 acuaporina PIP2-2
LOC18043954 -3,58 probable acuaporina PIP2-5
LOC18034159 -14,80 probable acuaporina PIP2-8
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CAR 15vs. MAC 15

LOC18035633 2,99 acuaporina PIP2-1
LOC18039157 14,88 acuaporina PIP2-2
LOC18039599 83,10 acuaporina PIP2-2
LOC18043954 4,57 probable acuaporina PIP2-5

En citricos encontramos diez acuaporinas PIPs putativas, de las cuales tres (PIP1-
2,L0C18044530; PIP2-2, LOC18039157; PIP2-5, LOC18043954) se analizd mas
detenidamente su expresion (Figura 25) ya que fueron las Unicas que se sobreex-
presaron a bajas temperaturas en el patron CAR. El gen que codifica la acuaporina
putativa PIP1-2 aumentd su expresion a los 15 dias (Figura 25a) tanto en plantas
CAR como en MAC siendo el doble en plantas CAR que en plantas MAC. Después
de 30 dias de frio, la expresién disminuyd en ambos patrones.

La expresion del gen putativo PIP2-2 aumentd en plantas de CAR a los
15 dias de tratamiento en 2 veces respecto a su control, pero en este caso las
plantas MAC disminuyeron 10 veces su expresion respecto a su control. Asi pues,
resulté un FC de 15 veces mayor en plantas CAR que en MAC (Figura 25b). Des-
pués de 30 dias de tratamiento, en ambos casos la expresion disminuyd, aunque
fue mayor en CAR 10 veces que en MAC.

La expresion del gen putativo PIP2-5 aumentd el doble (Figura 25c¢) en
plantas CAR a los 15 dfas, sin embargo, en plantas MAC disminuyé 3.5 veces. A los
15 dias la acuaporina PIP2-5 se sobreexpreso 15 veces mas en CAR que en MAC.
A los 30 dias las expresiones disminuyeron en ambos casos, aunque la expresion
de CAR fue casi 8 veces mayor que en MAC.

Asi pues, obtuvimos que las tres acuaporinas (Figura 25) se expresaron
mas a los 15 dias de tratamiento en las plantas de CAR que en MAC. Sin embargo,
en el patrén MAC soélo se sobreexpreso el doble la PIP1-2 a 15 dias de frio.
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Figura 25. Expresion génica (TMMs) de los genes putativos PIPs sobreexpresados en CAR. Expresion
TMM (Representation of trimmed mean of M-values) de las acuaporinas PIP en los patrones injertados
citrange Carrizo (CAR) y C. macrophylla (MAC) sometidos 1 °C durante 0, 15 y 30 dias. a) gen putativo
de PIP1-2 (LOC18044530), b) gene putativo de PIP2-2 (LOC18039157) y c) gen putativo de PIP2-5
(LOC18043954). Los valores son la media + DS.
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4. DISCUSION

4.1 Parametros fisioldgicos

411 Los datos fisiologicos y transcriptémicos muestran diferencias relevantes
entre los genotipos de patrones sensible y tolerante

Nuestro analisis comparativo de los cambios fisioldgicos y transcriptdmicos que
ocurrieron en hojas de la variedad ‘Valencia Delta seedless’ injertado en el geno-
tipo de patrén sensible Citrus macrophylla (MAC) y genotipo tolerante citrange
Carrizo (CAR) reveld unas marcadas diferencias entre ellos. Los datos indican una
posible correlacion entre los cambios en la acumulacion de metabolitos, sefializa-
cion hormonal, expresion génica causada por la baja temperatura, cambios en la
fotosintesis y pardmetros hidricos que pueden explicar la resistencia y tolerancia
de ambos patrones CAR y MAC.

El andlisis funcional de los DEGs mostré que todos los procesos bioldgi-
cos previamente descritos y la activacion de las rutas por frio también funcionan
en citricos. Los procesos bioldgicos con el menor valor de FDR significativo fueron
la “respuesta a frio” y otros términos relacionados con dicha respuesta y rutas

nou

metabdlicas que incluyeron el “metabolismo de los azUlcares”, “regulén CBF” “res-

puesta a luz’, “fotosintesis” y rutas de “regulacién hormonal’, todas ellas adquieren
un papel esencial en la regulacién de la tolerancia a frio.

4.1.2 Fotosintesis, fluorescencia y expresion génica

Como ha mostrado el experimento 3 donde se realizaron los andlisis fisioldgicos,
el proceso de fotosintesis se inhibié completamente. En ambos patrones la fija-
cion de CO,, la transpiracion, la conductividad estomatica, etc., en definitiva, el
proceso de fotosintesis resultd totalmente inhibido como ocurre en los casos de
sequia o salinidad extremas. Pero nuestro interés fue mas alla, ya que quisimos
comprobar qué estaba ocurriendo en los fotosistemas y contrastar con el andlisis
de expresion nuestros resultados de fluorescencia de la clorofila.

En los resultados del analisis de fluorescencia de la clorofila se cuantificd
el Fv/Fm, YII, gP, NPQ y gN donde se concluye que a pesar de que el patrén MAC
estd mas afectado por el estrés por el exceso de irradiacion que produce el estrés
por frio en los fotosistemas (un menor ratio Fv/Fm), no se esta protegiendo ante
dicho estrés (un menor YIl y mayores NPQ y gN) y esto podria llevar a causar mas
dafio en los fotosistemas pudiendo llegar a ser irreversible.

Dicho esto, en el experimento 4 pudimos ver que las funciones génicas re-
lacionadas con la fotosintesis resultaban estar diferencialmente sobrerrepresentadas

Seccion 4. Discusion

99



en ambos patrones por lo que quisimos estudiar mejor cudles eran los posibles
DEGs que podrian estar causando este fenotipo en CAR con una mayor proteccion
de sus fotosistemas. Asi pues, entre los DEGs que se seleccionaron se encontraron
algunos que podrian ser los causantes de dicho fenotipo. Uno de ellos fue el PSBS
0 CP22. A pesar de estar reprimido en ambos patrones con respecto al control, en
el genotipo CAR permanecié mas expresado diferencialmente que en MAC a tiempo
15. Se trata de una proteina que interviene en el gN, es decir, en la disipacion de
energia de manera segura en forma de calor (Correa-Galvis et al., 2016). Ademas,
este incremento en la habilidad para una mejor disipacién de energia en forma de
calor se ha relacionado con una mejora del rendimiento en los cultivos (Zhu et al.,
2004; Kromdijk et al., 2016). Asi pues, podria ser que en el caso de CAR este gen
pudiera contribuir a la pequefia mejora que se observa en el gN.

Otro de los genes candidatos seria PETETy corresponde a la plastocia-
nina 1. La plastocianina actda como sumidero de iones cobre en las células foto-
sintéticas (Ravet and Pilon, 2013), ya que la plastocianina es una de las mayores
proteinas que unen cobre y que actlan como quelatos llevando a cabo el 50 % de
los secuestros de iones cobre en el cloroplasto (Ramshaw et al., 1973). Ademas,
algunos estudios sugieren que la actividad de unién de cobre contribuye a la
tolerancia de estrés abidtico en plantas aunque se desconoce aun el mecanismo
(Cruz et al., 2001; Pesaresi et al., 2009).

Finalmente, dos genes que actlan al mismo nivel y que también estarian
favoreciendo el proceso de fotoinhibicién son las proteinas PSB27 y PSB28. Como
en el caso anterior, su expresion resulté estar reprimida en ambos patrones con
respecto al control, pero permanecid significativamente mayor en plantas CAR a
15 dias de tratamiento.

PSB27 en forma de dimero representa un intermediario del ciclo de
reparacion del FSII que surge previamente de la formacion de mondmeros des-
pués del fotodafio (Grasse et al., 2011; Mabbitt, Wilbanks and Eaton-Rye, 2014).
Los resultados del grupo de Nowaczyk et al. evidencian que PSB27 es esencial
para el buen mantenimiento del complejo FSIl bajo estrés por baja temperatura
y juega un papel auxiliar en el ciclo de vida del FSIl después de su inactivacién
por el complejo de oxidacion del agua (Grasse et al., 2011). Ademas, el grupo de
Aarts .et al. han propuesto el gen que codifica para PSB27 como un marcador QTL
asociado a los cambios en el Yll frente a la baja temperatura. Para ello, realizan un
rastreo poblacional en Arabidopsis empleando la técnica de la fluorescencia de
la clorofila correlacionando la disminucién del Yll con el aumento de la expresion
en el gen PSB27 (Prinzenberg et al., 2020).

La funcion fisioldgica en plantas de PSB28 no esta del todo esclarecida,
aunque si se sabe que en cianobacterias se asocia con la union de la biosintesis de
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clorofilas y el ensamblaje del fotosistema (Mabbitt, Wilbanks and Eaton-Rye, 2014).
Ademas, el grupo de Wada et al. (Sakata et al., 2013), ha sugerido que PSB28 es
dispensable a cierto nivel de estrés donde el efecto de eliminar PSB28 comienza
a ser aparente cuando la biogénesis del FSIl comienza a estar comprometida. En
plantas de arroz se sabe que el mutante psb28 tiene un fenotipo verde palido
(Dobdkova et al., 2009).

En términos generales, nos hace pensar que el patrén CAR tendria los
fotosistemas mas protegidos frente al exceso de irradiacion causado por la pa-
rada de la fotosintesis por diferentes estrategias. Ademas, de las proteinas que
intervienen en el FSIl y que hemos visto en el presente apartado, se ha visto ante-
riormente otros fotoprotectores que podrian estar actuando. Esta fotoproteccion
seria también por la sintesis de antocianos. En el experimento 4 se detectaron
varios DEGs relacionados con la sefializacién y la activacién de la ruta de sintesis
de antocianos y que como se ha comentado anteriormente actuarian protegiendo
la planta de la fotooxidacion por detoxificacion de ROS (Li, Castagnoli and Cheng,
2008; Ou et al., 2013; Liu et al., 2018). Algo similar ocurre con el azlcar soluble
rafinosa que se encuentra significativamente aumentada en el patrdn tolerante
CAR y que se ha demostrado que estabiliza el FSII (Knaupp et al., 2011).

4.1.3 Potencial hidrico y PIPs

Como se muestra en las Tablas 4a-d del experimento 3 ambos patrones detuvieron
su crecimiento vegetativo completamente con el fin de poder resistir mejor frente
al estrés. El balance hidrico resulté en un principio algo contradictorio ya que se-
gun ocurre en otros cultivos, se esperaba una disminucion en el potencial hidrico
y por ende del RWC% vy el cierre estomatico, es decir, una respuesta fisioldgica
combinada de sequia y frio (Allen and Ort, 2001; Vernieri et al., 2001). Pero segun
los resultados, tanto las plantas CAR como MAC presentaron un aumento en el
potencial hidrico siendo mas negativo en MAC. El potencial osmético tuvo una leve
disminucion siendo mas negativo a los 30 dias de frio en ambos genotipos y el
RWC% permanecio como las plantas control. Como consecuencia la fotosintesis se
detuvo. Segun nuestros resultados y como también ocurre en otros cultivos, hay
parametros que se pueden interpretar como si la planta estuviera sufriendo una
sequia muy severa como son la fotosintesis, conductividad estomatica, transpira-
ciény CO, interno (Vu and Yelenosky, 1993; Machado et al., 2013). Sin embargo,
otros parametros como el potencial hidrico, el RWC% e incluso el potencial osmé-
tico se encuentran en valores de buen riego y crecimiento activo de la planta. En
citricos existen varios estudios en los que sucede algo similar, donde el potencial
hidrico a bajas temperaturas y el RWC% no cambiaron en plantas de C.sinensis
injertadas en citrange Carrizo (Vu and Yelenosky, 1987; Barkataky et al., 2013).
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Al igual que ocurre en Vitis vinifera, con el tratamiento a temperaturas de 4,0y
-4 °C el RWC% se vio poco afectado (Beheshti Rooy et al., 2017). Lo que puede
que esté ocurriendo con respecto a las relaciones hidricas es que como se ha
indicado en la introduccién, las plantas son un sistema abierto el cual por las raices
incorporan el agua a la planta, lo transportan a los diferentes érganos y tejidos
y, por las 3 rutas explicadas, la emplean para realizar sus funciones fisioldgicas.
En este caso puede que suceda que al detenerse la fotosintesis y tenga lugar el
cierre estomatico, la planta detiene completamente el consumo de agua vy, por
tanto, no se ve en la necesidad de tomar agua del suelo. En condiciones de bajas
temperaturas, el metabolismo de la planta, el crecimiento vegetativo (Figura 4a-d
del experimento 3) y todas las reacciones celulares se detienen disminuyendo
asi totalmente el consumo hidrico. Ademas, se sabe que el 99.5% del agua que
contiene la planta se pierde durante el proceso de transpiracién por lo que, si esta
se encuentra inhibida, ademas del proceso de fotosintesis, la pérdida de agua
resulta muy pequefia. De hecho, para fijar 1kg de carbono durante la fotosintesis,
las plantas transportan varios cientos de kilos de agua (Tyerman, Niemietz and
Bramley, 2002).

Como se ha mencionado en la introduccion, el transporte apoplastico
de agua es de vital importancia para el mantenimiento de la turgencia celular. Asi
pues, este transporte tiene lugar principalmente gracias a las MIPs concretamen-
te a las del tipo PIP. Como muestra la Tabla 11 del experimento 4, en general, la
expresion de las PIPs disminuyd mas en plantas de MAC que en CAR. En la Tabla
11 del experimento 4 (DEGs) se muestra como en MAC se reprimieron significati-
vamente ocho de las nueve PIPs que encontramos anotadas en Citrus clementina.
En CAR también se reprimieron, pero no de una manera tan evidente (Figura 25
y Tabla 11 del experimento 4). Incluso en CAR, tres acuaporinas se sobreexpre-
saron (PIP1-2, PIP2-2 y PIP2-5) (Figura 11 del experimento 4). Las PIPs se han
relacionado con la tolerancia a estreses abidticos como la sal, la sequia y las bajas
temperaturas (Peng et al., 2008; Li, 2018; Rahman et al., 2020). A pesar de que
se desconoce su mecanismo molecular, se sabe que las acuaporinas realizan un
importante papel a nivel del transporte de agua celular. Como se ha mencionado
anteriormente, el sistema de membranas celulares es el primer organulo el cual
resulta afectado por la disminucién de temperaturas en las plantas (Levitt, 1980;
Uemura and Steponkus, 2003). Esta bien establecido que la congelacién de los
tejidos provoca dafios en la membrana dando lugar a la deshidratacion (Steponkus,
1984; Uemura and Steponkus, 1994). Cuando la temperatura disminuye de 0 °C
se inicia la formacién de hielo en los espacios intercelulares debido en parte a
que el espacio extracelular contiene un alto punto de congelacién causado por
una menor concentracion de solutos que en el fluido intracelular (Jan, ul-Hussain
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and Andrabi, 2009). Asi pues, como el potencial quimico del hielo es menor que el
del agua liquida a la temperatura dada, la formacién de hielo extracelular resulta
en una caida del potencial hidrico fuera de la célula, por lo tanto, el movimiento
del agua no congelada de dentro de la célula sale hacia el espacio intercelular. A
10 °C mas del 90% del agua osmoticamente activa se mueve hacia fuera de las
células y el potencial osmético del fluido remanente que no esta congelado suele
alcanzar 5 osmolar (Jan, ul-Hussain and Andrabi, 2009). Asi pues, y en términos
generales, las plantas que sufren estrés por bajas temperaturas sufren también
un estrés por deshidratacion celular a pesar de la disponibilidad de agua en el
suelo. En este sentido, se piensa que ciertas PIPs que se sobreexpresan a bajas
temperaturas puedan estar actuando a nivel celular aumentando la permeabilidad
de la membrana con el fin de reducir la deshidrataciéon intracelular y el estrés
mecanico (Tanghe et al., 2002; Soveral et al., 2006).

Aligual que ocurre en citricos se encuentran muchos ejemplos donde la
represion de las PIPs y sélo la sobreexpresion de otras PIPs dio lugar a una mayor
tolerancia a bajas temperaturas. En plantas de banana donde se sobreexpresd
MusaPIP1-2 y MusaPIP2-1 dieron lugar a un aumento en la tolerancia a sequia
y frio (Sreedharan, Shekhawat and Ganapathi, 2013). En plantas de tabaco que
sobreexpresaron TaAQP7 (PIP2) igualmente mostraron un aumento de tolerancia
a frio y sequia (C. Huang et al., 2014). En A. thaliana AtPIP1-4 y AtPIP2-5 actlan
conjuntamente para regular la respuesta y la aclimatacién a bajas temperaturas
(Rahman et al., 2020).

Ademads de esto, en las plantas de MAC (Tabla 11 del experiment 4) don-
de se muestran los DEGs a 15 dias con respecto a las plantas de CAR, se vio una
disminucién concretamente de los genes que codifican para las PIP2. Las PIP1y
las PIP2 tienen ciertas diferencias funcionales. Ademas de diferenciarse en que las
PIP2 tienen un motivo diacidico en posicién N-terminal, se ha visto que para que
las acuaporinas PIP1 sean totalmente funcionales deben heteromerizarse con las
acuaporinas PIP2. Este hecho lo demuestran estudios de anadlisis de interaccién
por FRET (Zelazny et al., 2007) realizados con oocitos donde las proteinas de maiz
ZmPIP1-2 y ZmPIP2-1 se ha visto que co-purifican juntas (Fetter et al., 2004) y
también en estudios realizados en Beta bulgaris donde se evidencia que PIP1y
PIP2 forman heterotetrameros (Jozefkowicz et al., 2013). Incluso existen estudios
basados en modelos matematicos a base de relaciones estequiométricas donde
relacionan los ratio de los RNAs en fresa para FaPIP1-1y FaPIP2-1 con un mu-
tante FaPIP2-1 (Yaneff et al., 2014). Asi pues, esta co-expresion hace pensar que
en plantas CAR se podrian estar expresando alguna de las combinaciones entre
los PIP1y los PIP2 (PIP1-2, PIP2-1y PIP2-5). Ademas, el hecho de que en MAC
sélo esté sobreexpresada el PIP1-2, hace pensar que pueda tener un efecto muy
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pequefio dado que PIP1 por si sola tendria una actividad muy baja en la tolerancia
a estrés por baja temperatura y por tanto el paso de agua a nivel apoplastico seria
menor. Por otro lado, en plantas MAC la marcada disminucion en las PIPs, ademas
de la disminucion del paso de agua dentro de la célula, puede que esté causando
la pequefia disminucidn en el potencial hidrico con respecto a CAR.

Con todo esto, se considera que las acuaporinas tienen un papel im-
portante en la aclimatacion y la tolerancia al estrés por bajas temperaturas, que
resultan ser dos fendmenos independientes. La tolerancia al estrés por frio invo-
lucra la prevencion del dafio por congelacion de la membrana plasmatica mientras
que el proceso de aclimatacion, que incrementa la tolerancia de las plantas al frio,
minimiza que ocurran lesiones en la membrana plasmatica. Asi pues, todo nos
sigue llevando a la idea de que el patron MAC tarda mas en llegar al proceso de
aclimatacioén por lo que lo hace mas vulnerable al estrés por bajas temperaturas.
Aun asi, mas experimentos relacionados con las PIPs deberian realizarse para
poder concluir estos resultados.

4.2 Datos transcriptdmicos relacionados con la respuesta

4.2.1 Activacion de la respuesta a frio a largo plazo

Muchos de los genes clave que intervienen en los diferentes mecanismos de
respuesta a frio se detectaron diferencialmente expresados en las muestras a 15
dias de frio. Ademas, se encontraron diferencias relevantes entre ambos patrones
(Figura 26). En el patrén CAR, 1,2691 DEGs se encontraron en la comparacion
CARO-CART15, pero soélo 409 en la combinaciéon CAR15-CAR30, y no se obtuvieron
genes relevantes a la respuesta frente a frio. En la comparacién MACO-MAC15 se
obtuvieron 14,199 DEGs, mientras que la combinacion MAC15-MAC30 arrojé 4,391
y 10 veces mas DEGs que los que se obtuvieron en el patron CAR, que incluyeron
algunos de los genes clave que intervienen en la respuesta a frio como son SOCT,
APP3y 7, LHY, ZAT11, ABATy ABA2, ABCG40, NRT4, PP2C24 y PP2C75, TIFY 4B
0 MYC2. Ninguno de estos genes de regulacién mostréo cambios de expresion
de CAR15-CAR30. Estos resultados sugieren que, a 15 dias de frio, las plantas
injertadas con el patrén CAR estaban ya totalmente adaptadas a la exposicién a
bajas temperaturas, mientras gue el patron MAC continué empleando energia para
mantener el ajuste de la expresion de miles de genes con el fin de enfrentarse
al estrés. Resultados similares se dieron en Prunus persica, donde las mayores
diferencias en el transcriptoma se observaron en melocotoneros sensibles da-
flados y que tuvieron una gran diferencia con las variedades no sensibles en los
patrones de expresion (Nilo-Poyanco et al., 2019). En patata también se encontré
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un perfil de expresion diferente entre cultivares cuando se compard la dindmica
de la respuesta a frio en el transcriptoma, sobre todo en los genes relacionados
con el dulzor (X. Liu et al., 2021).

Asi pues, muchos de los genes clave en la regulacién de la respuesta a
frio en plantas se observaron en nuestros resultados de RNA-seq. Como se espe-
raba, genes que intervienen en la sefializacién de MAP kinasas, luz, fotosintesis,
CBF, y sefializacion de hormonas se obtuvieron diferencialmente expresados del
dia 0 de tratamiento de frio a dia 15, lo que indica que las plantas respondieron
al estrés en cuestién de poco tiempo. Estas rutas estan siendo analizadas en
varias especies, incluyendo P. trifoliata (Wang, Zhang and Liu, 2015), y nuestros
resultados estan en consonancia con estos estudios. Nosotros centramos nuestra
discusion en la diferencia entre patrones CAR y MAC para dar explicacion sobre
el origen de la sensibilidad y la tolerancia en las especies de citricos.

Las comparaciones intraespecies CARO-CAR15 y MACO-MAC15 eviden-
cian que la mayoria de los genes que actlan promoviendo la adaptacién al frio
resultaron estar sobreexpresados, mientras que los que actian como represores
resultaron reprimidos en las muestras de 15 dias vs. las de 0 dias. Por otro lado,
el andlisis de expresion interespecie, MAC15-CAR15, mostré un nimero de genes
relevante que actuaron promoviendo una mayor expresion en CAR15 vs. MAC15, y
por el contrario los genes que reprimieron la adaptacién a frio tuvieron una menor
expresioén. El balance de expresién favorecié a la aclimatacion al frio en plantas
tolerantes de CAR, mientras que disminuyd en los sensibles de MAC.

Hay muchas evidencias del critico papel de los factores de transcripcion
CBF en la aclimatacion a frio (Zhao et al., 2016), por lo que, esperabamos encontrar
los tres ortélogos de los genes CBF en citricos, DREB1B, DREBTD y DREB2A que
estuvieran sobreexpresados en todas las muestras a 15 dias de frio. Sorprendente-
mente, el FC en los niveles de transcrito fueron mucho mayores en CAR15 que en
muestras de MAC15. Se sabe que la sobreexpresion de los genes CBF incrementa
el endurecimiento al frio en manzano (Wisniewski et al., 2011), cebada (Jekni¢ et
al., 2014), patata (Pino et al., 2008) y dlamo (Benedict et al., 2006). Estos resulta-
dos pueden coincidir con los nuestros ya que la sobreexpresion de los genes en
CAR vs. MAC correlaciond con el endurecimiento y sensibilidad de cada patron.

El factor de transcripcion ICET regula la expresion de los genes CBF
bajo condiciones de estrés por frio. Ademads se expresa constitutivamente en
Arabidopsis y su sobreexpresion en plantas control incrementa la expresion del
regulén CBF dando lugar a la mejora de la tolerancia a frio, como se ha explica-
do anteriormente. El gen que codifica para ICET en citricos se identificd como
LOC18051975 y fue idéntico a PtrbHLH proveniente de P. trifoliata (Huang et al.,
2015). El patron de expresion de PtrbHLH bajo condiciones de frio alcanzé un
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maximo a las 48 h, con una caida a las 72 h. Sin embargo, no explicaria la reduc-
cién de expresion que se encuentra en muestras de 15 dias vs. el control, que
no se esperaban para este gen. Ademas, previas investigaciones en el capitulo
1 de la presente tesis se han llevado a cabo con dos posibles ortélogos del gen
ICE7y ninguna expresion génica coincidié con lo esperado (datos no mostrados
en la presente tesis). Existen varios motivos por los que puede que el patrén de
expresion de ICET no corresponda con lo esperado. Uno de los motivos es que
su ventana de expresion sea muy corta y a tiempos muy tempranos, como se ha
comentado anteriormente (Huang et al., 2015). Y otro de los motivos es que ICET
esta regulado a nivel de proteina y sus niveles de expresion estan modulados por
ubiquitinacion, donde la lleva a la degradacion, mientras que la modificacion por
sumoilacion la estabiliza y la previene de la ubiquitinacién (Xin and Browse, 1998;
Dong et al., 2006) (como se ha explicado en el capitulo 1). Es por lo que resulté
interesante encontrar al gen SIZ1 de citricos, que codifica para la ligasa de grupos
sumo E3 SUMO, que estaba sobreexpresado a los 15 dias y 30 dias y una vez
mas, su expresion fue mayor en las plantas de CAR15 que en las de MAC15. Los
altos niveles de SIZ7 podrian promover la estabilizacion de la proteina ICE1T que
podria estar llevando a la sobreexpresion de los genes CBF en las plantas de CAR.

Los factores de expresion CAMTA (por sus siglas en inglés de calmodu-
lin-binding transcription activator) son reguladores positivos de los CBFs (como
se ha explicado anteriormente), donde CAMTA2 y CAMTAS, se sabe que se unen
directamente al promotor de CBF2 (Doherty et al., 2009; Kim et al., 2015). Una vez
mas, los genes de citricos LOC 18034255 y LOC18031678, respectivamente, que
codificaron para CAMTAZ2 y CAMTAS fueron sobreexpresados en las muestras a 15
dias, aunque, hubo diferencias de CAMTA 3 entre los patrones a CAR15 y MAC15,
y el nivel de expresion para CAMTAZ fue mayor en MAC15. Es por ello por lo que
estos factores no estuvieron relacionados con la diferencia de sensibilidad entre
los patrones en estrés a largo plazo. Un motivo es porque, como se ha comenta-
do previamente en la introduccion y se ha visto en el capitulo 1, los factores de
transcripcion CAMTA estan considerados como factores de respuesta por choque
térmico a tiempos cortos de exposicion (Kidokoro et al., 2017).

La induccion de la expresion de los genes CBF puede verse afectada por
la calidad de la luz, el ciclo circadiano y el fotoperiodo. Se sabe que el gen LHY
(por sus siglas Long Elongated Hypocotyl) directamente se une a los promotores
de los genes CBF y los regulan positivamente (Dong, Farré and Thomashow,
2011). En nuestro experimento, los niveles de expresion del gen putativo LHY
(LOC18047565) fue siempre mucho mayor en las muestras de CAR vs. las de
MAC y esto podria llevar a la sobreexpresién de los genes CBF en el genotipo CAR
mejorando asi su respuesta y su ventaja frente al genotipo MAC.
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Figura 26. Representacioén grafica incluyendo los DEGs mds importantes junto las rutas que se vieron
afectadas durante el estrés por frio a largo plazo en plantas injertadas. Los DEGs en verde correspon-
den a genes que incrementaron su expresion y en color rojo los DEGs que disminuyeron la expresion.

Ademas del papel que tiene en la fotomorfogénesis, existe una interaccioén entre
las sefiales de luz mediadas por fitocromos y rutas de sefializacion por frio que
han sido identificadas en Arabidopsis y tomate (Franklin et al., 2003; Wang et al.,
2016). EI PHYA y PHYE de citricos (LOC18035337 y LOC18053186) muestran unos
patrones de expresion con otros papeles, PHYA estd sobreexpresado y PHYE esta
reprimido durante el tratamiento de frio. Como ocurre en tomate y Arabidopsis, los
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niveles de PHYA fueron significativamente mayores en el genotipo tolerante CAR,
lo que podria favorecer el proceso de aclimatacion. Por otro lado, la expresion de
PHYE fue mayor en las muestras de MAC, lo cual, podria causar una fuerte re-
presién en la aclimatacién y contribuir en el fenotipo sensible de las plantas MAC.

Las cascadas de sefializacion de 3 tipos de kinasas MEKK, MKK y MPK
(por sus siglas en inglés mitogen-activated protein kinase) juegan también un
papel relevante en la adaptacion al frio y actlan secuencialmente (Liu et al., 2019).
Las kinasas MKK4/5-MPK3/6 promueven la degradacion de ICE1 y la represién de
los genes CBF. En nuestro estudio, el gen que codifica para MKK5 (LOC112100736)
estuvo reprimido y los niveles de las muestras MAC fueron al menos 2 veces
superiores a los encontrados en los de CAR. Por ello, en plantas MAC, una mayor
actividad de MKK5 podria contribuir a la disminucién de los niveles de ICETy con
ello la represion de los CBFs, que estaria de nuevo de acuerdo con la sensibilidad
del genotipo MAC.

La expresion del gen ortélogo a HY5 (LOC18054790) también perma-
necié significativamente alta en los patrones CAR15. Este factor de transcripcion
bZIP es un factor de transcripcion clave en la respuesta a frio ya que la regula po-
sitivamente dando lugar al proceso de aclimatacién completo. HY5 media algunas
respuestas de la planta como son la biosintesis de antocianos y las respuestas
hormonales de ABA, GAs, CKs y auxinas (Lau and Deng, 2010; Catala, Medina and
Salinas, 2011). El papel de HY5 en la aclimatacion a bajas temperaturas es crucial,
como muestra A. thaliana, que se ha visto que llega a controlar cerca del 10% de
los genes inducibles por frio (Lee et al., 2007). Nuestros resultados sugieren que
la sobreexpresién de HY5 podria aumentar el proceso de adaptacion a frio en
plantas de CAR, mientras que en MAC podria hacer mas costosa dicha respuesta
de adaptacion.

Aguas abajo del factor de transcripcion HY5, se encuentran los factores
de transcripcién MYB11, MYB23 y MYB111 regulados por luz y frio, y que inducen
la sintesis de flavonoides incrementando asi la aclimatacion por bajas tempera-
turas (Stracke et al., 2010; Pandey et al., 2014; Bhatia et al., 2018). Identificamos
los ortdlogos en citricos de MYB117 (LOC18031574), que fue sobreexpresado
en muestras de CAR y que promovié la sintesis de antocianos y flavonoides.
También identificamos algunos loci que intervienen en la biosintesis de flavo-
noides y antocianos como son UFGTT (LOC18032618), UFGT7 (LOC18047244),
CHS1T (LOC18042808), CHS2 (LOC18051925), CYP75B1 (LOC18050323), FLST
(LOC18037475) y CHI (LOC18044429) con un aumento significativo de la expresion
en las muestras CAR15 y CAR30 vs. MAC15 y MAC30.

Los antocianos son compuestos fotoprotectivos que protegen el aparato
fotosintético por absorcion de la luz UV visible y detoxifican de radicales libres
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frente a diferentes estreses abioticos (Guo, Han and Wang, 2009; Liu et al., 2018).
Por ejemplo, como ocurre en la pera roja (cv. Anjou) y en hojas de pimiento mora-
das (cv. Huai Zi) ricas en antocianos y que muestran la estabilizacién del FSll y la
capacidad de una mejor tolerancia a la fotoxidacion comparado con los genotipos
gque no acumulan antocianos en sus tejidos (Li, Castagnoli and Cheng, 2008; Ou
et al., 2013; Liu et al., 2018). Nuestros resultados indican que la biosintesis de
antocianos y flavonoides en plantas de CAR podrian reducir el dafio por ROS, y
esto podria ser otra posible causa de sensibilidad en plantas de MAC.

4.2.2 La acumulacién de azucares solubles fue mayor en carrizo y estos
cambios correlacionan con la expresidn génica

Muchos trabajos han demostrado la funcion que tienen los azlcares como sustan-
cia osmatica, como estabilizadores de membrana e incluso podrian estar actuando
como antioxidantes en respuestas a bajas temperaturas (Bolouri-Moghaddam et
al., 2010), como se ha explicado en la introduccién. Los niveles de tolerancia a frio
y la acumulacién de los azucares solubles como es la sacarosa, glucosa y fruc-
tosa funcionan en paralelo a los diferentes procesos de aclimatacién al frio. Este
escenario indica que la acumulacion de azlcares es un componente fundamental
en la tolerancia a estrés por bajas temperaturas (Badawi et al., 2008).

Nuestros experimentos muestran un claro incremento en la concentra-
cion de azUcares solubles en las muestras de CAR que no fue tan evidente en el
patron MAC. La concentracion de rafinosa incrementd 336 veces en las plantas de
CAR'y 299 veces en las plantas de MAC, que fue el mayor incremento detectado
de entre todos los metabolitos primarios analizados. Se ha visto que los azuca-
res de la familia de la rafinosa se acumulan en presencia de diferentes estreses
abioticos como la sequia y el frio (EISayed, Rafudeen and Golldack, 2014) y que
los niveles de galactinol y rafinosa correlacionan con la tolerancia a salinidad (Shi
et al., 2003). En arroz también se ha visto que en presencia de frio a largo plazo,
las concentraciones de rafinosa y galactinol incrementaron en gran medida (Saito
and Yoshida, 2011).

El azlcar rafinosa se ha encontrado en cloroplasto (Schneider and Keller,
2009; Foyer and Shigeoka, 2011) y parece que juega un importante papel en la
estabilizacién del FSIl en A. thaliana bajo condiciones de estrés por congelacion
(Knaupp et al., 2011). Se ha visto que la sintesis de rafinosa por si sola no resulta
suficiente para inducir la tolerancia o aclimatacion a estrés por bajas temperaturas
en A. thaliana, pero las plantas estan mas protegidas del dafio oxidativo cuando
la concentracion de rafinosa aumenta (Nishizawa, Yabuta and Shigeoka, 2008).
Este gran incremento en la concentracion de rafinosa esta de acuerdo con la so-
breexpresion de las enzimas galactitol sintetasa y rafinosa sintetasa, en la medida
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gue incrementa la expresion génica y que ademas esta correlaciona con la alta
concentracion de rafinosa. Resultados similares se detectaron en arroz y Arabi-
dopsis, donde aumentaron los niveles de transcritos de los genes relacionados
con el galactinol y la sintesis de rafinosa previo a la acumulacién de rafinosa (Foyer
and Shigeoka, 2011; Saito and Yoshida, 2011). Por lo tanto, la gran acumulacién
de azlcares solubles, especialmente la rafinosa y fructosa podria incrementar la
concentracion hasta el proceso de adaptacion en el patrén tolerante CAR mientras
que en el patrén sensible MAC no aumentd tanto la concentracién y podria verse
mas expuesto al dafio.

La acumulacion de azUcares solubles estd normalmente acompafiada
de la degradacion de almidén en muchas especies herbaceas como son la ceba-
da o plantas lefiosas como el lichi y el dlamo (Thalmann and Santelia, 2017). Sin
embargo, en nuestro estudio, la concentracion de almidén no disminuyd en las
plantas de MAC e incluso aumenté algo en el patrén CAR, que se correlaciona con
la represion de la expresion del gen B-amilasa (LOC18048130) que se encuentra
en todas las muestras. Estos resultados contrastan con los resultados obtenidos
en P. trifoliata donde se demostré que bajo estrés por frio la expresiéon del gen
PtrBAM3 fue mayor y dio lugar a la acumulacion de maltosa y azucares solubles
(Peng et al., 2014). Sin embargo, algunos estudios también han observado el au-
mento de almiddn bajo estrés por frio. En tomate (Solanum lycopersicum), tanto
en genotipos sensibles domesticados como en especies provenientes de altas
latitudes y por ello mas tolerantes al frio tiene lugar la acumulacién de almidén
de 4 a 5 veces (Venema, Posthumus and van Hasselt, 1999). Ademas, también
en tomate, los niveles de azUlcares y fotosintesis no cambiaron en especies tole-
rantes, pero, si que incrementaron o disminuyeron en los susceptibles (Venema,
Eekhof and van Hasselt, 2000). Del mismo modo, en estudios con A. thaliana en
presencia de frio, no solo aumentd el contenido de almiddn, sino que, también
aumentd la ruta de degradacion dando lugar a la maltosa (Kaplan and Guy, 2004).
Las razones de estas discordancias son desconocidas y la respuesta puede de-
pender de las exactas condiciones, de los haplotipos empleados, etc. (Thalmann
and Santelia, 2017).

4.2.3 Regulacion hormonal
Las hormonas funcionan como gobernadores de los eventos sefializadores en las
respuestas de estrés por frio, desplegando efectos sinergisticos o antagdnicos
en la biosintesis y sefializacién de otras hormonas que crean una red compleja de
interacciones hormonales (Eremina, Rozhon and Poppenberger, 2016).

Un estudio transcriptémico en Arabidopsis ha mostrado que el frio y la
luz puede inducir la expresion de genes relacionados con la biosintesis de ABA
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para preparar las plantas para la aclimatacion a frio (Eremina, Rozhon and Po-
ppenberger, 2016). En tomate se ha propuesto un modelo en el que frente a bajas
temperaturas, el nivel de PHYA aumenta y esto resulta en una sobreexpresion de
HY5 (Soitamo et al., 2008). HY5 promueve la biosintesis de la hormona ABA y
el catabolismo de GAs para la generacién de un ratio bajo de GA/ABA capaz de
parar el crecimiento y promover la tolerancia a frio (Wang et al., 2019). La sobre-
expresion del gen de citricos que codifica para la enzima que cataboliza la GA,
GA20X1 (LOC18050091) y GA20X2 (LOC18249951), sugiere una reduccion de
la concentracion de GA, paralela a la detencion del crecimiento de la planta y la
adaptacion al frio. Sin embargo, no se encontraron diferencias entre las muestras
de CARy MAC.

El JA es una oxilipina cuyos niveles aumentan bajo estrés por frio en dife-
rentes especies vegetales como son arroz y Arabidopsis y esto correlaciona con la
alta expresion de genes de JAs (Baron, Schroeder and Stasolla, 2012; Du, Liu and
Xiong, 2013). La sobreexpresion de los genes que intervienen en la sefializacion
de JAs, como son CullinT RINGT, la familia SKP1.17y MYC2, junto con la represion de
AFPH2/NINJA y TIFY 4B, represores de la sefializacion de JA, sugieren un papel
relevante del JA en la adaptacién a frio en nuestro experimento. Sin embargo, los
datos de expresion no se correlacionaron con los resultados de cuantificacion en
hojas y raices, ya que la cantidad de JA observada en las muestras de CAR15 y
MAC15 fue baja (Figuras 18 y 23). Mas investigaciones deberian realizarse con el
fin de encontrar la razdn para la desacoplaciéon de la expresion y la acumulacién
de JAs que esta ocurriendo.

El ABA es una hormona que actla como regulador central en la sefializa-
cion de estrés por frio con un papel emergente en la ruta dependiente de CBF. En
algunas especies, los niveles altos de ABA que correlacionaron con el incremento
en la biosintesis de ABA en presencia de frio, desplegaron asi una respuesta
alterada a la resistencia frente a frio en mutantes para genes relacionados con
la sintesis de ABA (Eremina, Rozhon and Poppenberger, 2016). La hormona ABA
actla como sefializador a larga distancia que media la comunicacién de raiz a hoja
bajo condiciones de estrés (Gomez-Cadenas et al., 1996; Saito and Yoshida, 2011).
En nuestro estudio, algunos de los genes que intervienen en la ruta de sintesis
y transporte de ABA, que codifican para sus receptores, se expresaron diferen-
cialmente. Los genes que intervienen en la biosintesis de ABA se reprimieron en
MAC15 y CAR15 comparado con MACO y CAR. Trabajos previos indican que el
estrés por frio en Arabidopsis modifica la biosintesis de ABA y su catabolismo, y
esto afecta su transporte y homeostasis (Baron, Schroeder and Stasolla, 2012).
La represion de los genes que intervienen en la biosintesis de ABA en muestras de
MAC15 se correlaciona con la disminucién en la concentracion de ABA en hojas de
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MAC. Sin embargo, la concentracion de ABA permanecié constante en muestras
de CAR15 a pesar de la represion en los genes de biosintesis de ABA. Una posible
explicacion podria ser por el aumento en la concentracién de ABA en las raices,
donde fue significativamente mayor en los patrones CAR a 15 y 30 dias de frio que
en los patrones MAC, que no hubo incremento. Los resultados de la cuantificacién
de ABA estan de acuerdo con los patrones de expresion de los transcritos: se
detectd ademas la sobreexpresion en CAR15 de algunos transportadores de ABA
en citricos de las familias NRT1/PR y de la familia ABCG. Ademas, la expresion de
los genes que codificaron para los receptores de ABA de la familia PYL, y también
genes de la ruta de sefializacion como SRK2 E kinasa o la fosfatasa PP2C, clara-
mente mas expresados en CAR15 que en MAC15 con altos niveles de expresion
normalizada (TMMs). Concretamente tuvo lugar la expresion diferencial de dos
receptores, PYL8 y PYL9. Se ha visto en arroz que la sobreexpresion del receptor
PYL9 aumenta la tolerancia a estrés por frio (Tian et al., 2015), ademas de mostrar
tolerancia a diferentes estreses abidticos en especies como manzano y tabaco
(Huang, 2015; Yang et al., 2022). PYL8 también se relaciona con la sefializacion de
estrés por sequia y salinidad en diferentes cultivos (Lim Chae Woo Baek Woonhee,
2013; H. Y. Lee et al., 2015; Du et al., 2021; Garcia-Maquilon et al., 2021), ademas
se sabe que PYLS8 juega un papel no redundante en la sefializacién del ABA en
la raiz y que el aumento de la concentracion de ABA aumenta la estabilizacién y
acumulacion del receptor PYL8 (Garcia-Maquilon et al., 2021). Estos datos sugie-
ren que la gran cantidad de concentracién de ABA producida en las raices podria
estar siendo transportada a la parte aérea de la planta por los transportadores
diferencialmente expresados (como ABCG40 y ABCG22) y que ello consiga que la
concentracion permanezca constante y promueva la sefializacién de la respuesta
a ABA en las plantas de CAR durante los 30 dias de tratamiento. Esto no estaria
pasando en plantas de Macrophylla porque no se observd un incremento en la
concentracién de ABA. Asi pues, la falta de sefializacién por parte del ABA podria
llevar al patron MAC a mostrar un fenotipo sensible.

Estos datos sugieren que la diferente sensibilidad a bajas temperaturas
mostrada por la variedad de naranjo dulce sea transferida por el patrén con el que
ha sido injertado. La influencia en la biologia de los patrones a diferentes varie-
dades en ciertos aspectos esta bien establecida. Los aspectos moleculares de la
sefializacién de raiz a hoja y/o hoja a raiz estdn comenzando a conocerse, y estan
mostrando cémo el injerto puede desencadenar una diferente respuesta entre
variedad y patrén (Kumari et al., 2015; Rasool et al., 2020). El injerto es una técnica
que esta extendida y que permite mejorar los rendimientos, calidad y resiliencia
frente a estreses abidticos y bidticos (Warschefsky et al., 2016). El uso de los
patrones tolerantes a diferentes estreses abidticos, como son sequia, salinidad,
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aumento o disminucién de temperatura, etc., se estd volviendo indispensable en
esta era del cambio climatico (Nimbolkar, Shiva and Rai, 2016; Vives-Peris et al.,
2020). En otros cultivos como berenjena, tomate y pepino, los patrones tolerantes
también estan mostrando que son de gran utilidad para la mejora de estrés frente
a bajas temperaturas (Gao et al., 2008; LI et al., 2008; Suchoff et al., 2018).

En citricos, el patron citrange Carrizo tetrahaploide aumenta de manera
natural la tolerancia a estrés por bajas temperaturas de la clementina comun, C. cle-
mentina, y parece que esta habilidad del patrén Carrizo para promover la tolerancia
a baja temperatura no depende de la especie con la que se injerta como se muestra
en nuestros experimentos con naranjo dulce C. sinensis (Oustric et al., 2017).

En otro estudio, se evalud la expresion de genes de shock por frio y
genes de aclimatacién a frio por RT-PCR en plantas injertadas con la mandarina
Satsuma (Citrus unshiu Mack. (Marc.)). P. trifoliata, uno de los parentales de citran-
ge Carrizo, fue empleado como patrén. El patrén de Poncirus mostré un cambio
en la expresién génica en la variedad C. unshiu y un mayor cambio de expresion
durante el estrés por frio frente a otras especies, esto estaria de acuerdo con los
resultados que hemos obtenido en nuestro analisis del transcriptoma completo
(Huang, Si and Dane, 2011).

4.2.4 Acumulacidn de prolina

La acumulacién de prolina libre como respuesta de la planta frente a estreses
abidticos esta siendo repetidamente observada en otros estudios, como se ha
explicado en la introduccion y en el capitulo 1, y esta sintesis de prolina tiene una
relacion directa con la tolerancia a estrés de las plantas (Singh, Sharma and Sen-
gar, 2017). En ambos experimentos vemos de nuevo el aumento del aminoacido
prolina como en casos anteriores, aunque de manera algo discreta. Ocurrié un
aumento de la concentracién de hasta 2 veces en ambos experimentos 3y 4 en
las plantas de CAR tolerantes Igualmente, los genes que intervienen en la sintesis
de prolina, como son P5CS1y P5CS2, P5CR y dOAT en ambos experimentos se
realizé la cuantificacion génica ademas del RNA-seq. En ambos experimentos 3
y 4 el aumento de la expresion de los genes de prolina fue mayor en CAR que en
MAC durante los tiempos mas largos. Ademas, los resultados de RNA-seq estu-
vieron en consonancia con los ensayos de expresion por RT-PCR ya que ambos
genes que codificaron para P5CS, P5CR y dOAT se obtuvieron como DEGs en
CAR15 vs. MAC15. Respecto a los resultados de los genes de degradacion sucedid
algo similar, también aumentaron en ambos experimentos 3 y 4 y en el capitulo
1 en frio a corto plazo, ademas, en el RNA-seq se obtuvieron como DEGs en el
experimento interespecie. Ademads, no es sorprendente que, a pesar de la induc-
cion de los genes de sintesis, sobre todo en el genotipo CAR, la concentracion de
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prolina sélo se incremente entre 2 y 3 veces. Una de las razones es por la gran
induccién de los dos genes de degradacién. En estrés por sequia, la activacion
del gen PDH ocurre durante la rehidratacion y en presencia de prolina (Hayat et
al., 2012). Al igual que el gen PDH, el gen P5CDH también se activa por una alta
concentracién de prolina en el medio en las hojas (Hayat et al., 2012).

La evaluacién de los niveles de prolina durante la aclimatacion a bajas
temperaturas de algunas especies de citricos muestra unos niveles de acumu-
lacion de entre 3y 6 veces mayor en plantas que estuvieron aclimatadas que en
plantas que no lo estuvieron. Ademas, existe una correlacion entre la supervivencia
a estrés por frio de algunas plantas y el aumento de la concentracion de prolina
y que les permite tolerar mejor el dafio por congelacién (Kushad and Yelenosky,
1987b). Estudios mas recientes de tolerancia a bajas temperaturas en garbanzo
y Pinus halepensis comparando genotipos tolerantes y resistentes mostraron
que la prolina incrementa en hojas expuestas al frio en ambas especies durante
el tratamiento (Saghfi and Eivazi, 2014; Taibi et al., 2018).

Por ello, se evidencidé una acumulacion del contenido total de azUcares
solubles y prolina en plantas de CAR, donde también pudo contribuir a protegerlas
frente al dafio por frio.
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5. CONCLUSIONES

1. La expresion de los genes CP22, PSB27 y PSB28 podrian ser los responsables
de la mayor proteccion de los fotosistemas del patrén CAR frente al exceso de
irradiacién causado por la parada de la fotosintesis. Lo que le podria conferir una
mayor recuperacion de la actividad fotosintética del FSII.

2. Las acuaporinas resultaron tener una pequefia contribucién en las relaciones
hidricas del patrén tolerante CAR promoviendo un mayor paso de agua a nivel
apoplastico repercutiendo en el potencial hidrico y en una menor deshidratacion.

3. Lainduccién de los genes de respuesta a baja temperatura tuvo lugar a partir
de la ruta dependiente e independiente de CBF en ambos patrones, aunque
en mayor medida en el patrén CAR.

4. Estos resultados sugieren que, a 15 dias de frio, las plantas injertadas con el
patron CAR estaban ya totalmente aclimatadas a la exposicién a bajas tem-
peraturas, mientras que el patrén MAC continuaba luchando por mantener el
ajuste de la expresion de miles de genes con el fin de enfrentarse al estrés.

5. El estrés por exceso de irradiacién podria estar activando a HY5 en mayor
medida en el patron CAR, lo que podria estar activando la ruta de sintesis de
antocianos dando lugar a una mejor aclimatacion..

6. El aminodcido prolina, el azUcar rafinosa y los antocianos podrian estar actuando
como protectores de los fotosistemas y antioxidantes de mayor manera en las
plantas injertadas con el patrén CAR.

7. La mayor sintesis y concentracién de hormona ABA en las raices del patron CAR
junto con una mayor expresion génica en CAR de los genes transportadores de
la familia ABCG40 y ABCGZ22 sugieren una conexion entre patron-variedad que
estaria promoviendo una mayor sefializacion de la respuesta a ABA aportando
una mejora en su respuesta frente a bajas temperaturas.

8. Todo ello sugiere que la tolerancia a bajas temperaturas en los citricos es un
caracter transmisible de patrén a variedad y que ademads seria un caracter
cuantitativo en el que estarian implicados muchos genes ejerciendo pequefios
efectos aditivos.
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CAPITULO

Efecto del patron
en la variedad
pigmentada
Tarocco Rosso

1. OBJETIVOS 1. Evaluar los efectos del patrén en la calidad
del fruto de la variedad Tarocco Rosso.

2. Efecto del patrén en la concentracion,
ruta biosintética y activacion de la ruta
de antocianos y flavonoides en fruto de la
variedad de Tarocco Rosso.

3. Efecto del patrén en tratamientos
postcosecha a bajas temperaturas.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Material vegetal y condiciones de crecimiento

2.1.1 Experimento 5

Se emplearon arboles adultos de la estacion experimental de patrones que se
encuentra en la Cooperativa Anecoop en Museros de 17 afios de edad reinjerta-
dos en el afio 2016 con la variedad pigmentada Tarocco Rosso sobre los patrones
citrange Carrizo [C. sinensis(L.) Osbeck. x P. trifoliata (L.) Raf.] y C. macrophylla. El
plan de abonado fue el siguiente: nitrato de amonio (33%) 2 kh por arbol ', fosfato
monoamonico 0.5 kg por arbol 7, nitrato potasico 0.7 kg por arboly quelato de
hierro 20 kg por arbol cada afio. Se tomaron los registros de temperaturas maximas
y minimas de la estacion experimental (Figura 27). Se realizé la recoleccion de la
fruta acorde a la época establecida de recoleccion para el 2020, el dia 17 de enero
de 2020. Posteriormente se llevaron a cabo los tratamientos postcosecha en una
camara frigorifica a dos temperaturas 1°C y 9 °C y 4 tratamientos de exposicién
al frio, 20 dias y 20 dias mas 7 dias a temperatura ambiente y 40 dias y 40 dias
mas 7 dias a temperatura ambiente. Una vez realizada la recogida de los frutos, se
distribuyeron 5 frutos por cada arbol (n=3 muestras biolégicas) en los diferentes
tratamientos térmicos postcosecha (1°Cy 9 °C) y para cada tiempo (20 dias, 20
dias mas 7 dias de aclimatacion, 40 dias y 40 dias mas 7 de aclimatacion).

30
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Figura 27. Registro de temperaturas del mes de enero de 2020 en la Masia del Doctor en Museros.
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2.1.2 Determinacion de la calidad de fruto

El color del zumo y de la corteza (interno y externo) se realizé con un colorimetro
(colorimetro Minolta model CR-300, Minolta Co.Ltd, Osaka, Japan) basado en
(Morales et al., 2020). El color de la fruta se realizo sobre 5 frutos por muestra bio-
l6gica (n=3). Ya que el color del fruto no es homogéneo, se realizaron dos medidas
una en la zona oscura y otra en la zona clara a lo largo de la parte ecuatorial del
fruto. A continuacion, se extrajo el zumo de un lote de 5 frutos de 3 arboles (n=3)
a partir de un exprimidor (Lomi, Model 4, Lorenzo Miguel, S.L., Madrid, Espafa).
Se determiné el color interno de los zumos y los valores de los parametros “L” “a”
y “b” del colorimetro se calcularon para cada fruto y se expresaron por el indice
de Color de Citricos (por sus siglas en inglés CCI=1000a/Lb) (Jimenez-Cuesta,
Cuquerella and Martinez-Javaga, 1981; Morales et al., 2020).

La titulacion de la acidez (por sus siglas en inglés TA) se determind por
titulacion con una solucién de NaOH empleando fenolftaleina como indicador de
pH y expresado como g de acido citrico por 100 mL de zumo. Los sdélidos solubles
totales (por sus siglas en inglés TSS) se midieron con un refractometro digital
(Atago PR-1, Atago Co., Ltd, Tokyo, Japan) y los datos se expresaron en °Brix. El
indice de madurez (por sus siglas en inglés MI) se calculé del ratio TSS/TA.

2.1.3 Asilamiento de RNA y cuantificacion de la expresidn génica por RT-qPCR
Las muestras de pulpa se obtuvieron de un ‘pool’ de 5 frutos por muestra biold-
gica (n=3), se congelaron en N, liquido y se almacenaron a -80 °C. El RNA total
se aislé de 1g de tejido de pulpa con un protocolo de extraccién manual. Primero
se trituraron las muestras con N, liquido y mortero y se afiadio un “Tampon de
extraccion 1" que contiene 200mM de Tris:HCL pH 8, 400 mM de NaCl, 20 mM
EDTA pH 8, 2% de Sarkosyl, 1% de PVP-40 y 1% de B-mercaptoethanol y 1:24:1 de
fenol:cloroformo:alcohol isoamil, se homogenizoé y se introdujo a 65 °C durante 15
min. A continuacion, se centrifugd a 4.500 rpm durante 20 min a 4 °C y se obtuvo
la fase acuosa (sobrenadante) a un nuevo tubo. Dicha fase se volvid a extraer con
cloroformo:isoamil (1:1) y se volvié a centrifugar a 4.500 rpm durante 20 min a 4 °C.
El pellet obtenido se lavd con etanol 70%. A continuacion, se resuspendio el pellet
con un “Tampdn de extraccion 2” que contiene 10 mM Tris:HCI pH8, 5 mM EDTA
y 0.1% Sarkosyl y se introdujo a 65 °C durante 15 min. El pellet obtenido de dicho
homogenizado se lavd con etanol y se precipitd con LiCl 12 M durante toda la noche
a 5°C. Al dia siguiente, el pelet se lavo y se precipité con AcNa 3 M pH 6. El DNA
genodmico contaminante se elimind a partir de una digestion realizada con un Kit
de RNAsa (Qiagen, CA, USA) en columna, acorde con las directrices del fabricante.
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El RNA purificado (1 ug) fue empleado para realizar la reaccion de transcripcion
reversa con la enzima SuperScript lll (Takara Europe, S.A.S, Saint Germain en Laye,
FR) en un volumen total de 20 pl. El cDNA copia se diluyé 50 veces y se emplearon 2
Wl como molde para la reacciéon de RT-PCR en un volumen final de 20 pl. La reaccién
de RT-PCR cuantitativa se realizé en un termociclador StepOnePlus Real-Time PCR
System (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) empleando la polimerasa Ex Taq
(TIiRNase H plus) (Takara Europe, S.A.S, Saint Germain en Laye, FR) con el inter-
calante TB Greenpremix. El programa de PCR consitié en 10 min a 95 °C, seguido
de 40 ciclos de 15 seg a 95 °C, y 1 min a 60 °C. La especificidad de la reaccion la
otorgé la presencia de un solo pico en la curva de disociacién y a través de esti-
maciones en el tamafio del producto amplificado que se comprobd a partir de una
electroforesis de agarosa. Los transcritos de los genes CiclevActin y CiclevUBCA4,
amplificados con oligonucledtidos especificos, se usaron como genes de referencia
(Tabla 13) (Aguero et al., 2014; Estornell et al., 2016) y los célculos de ANOVA sim-
ple y regresion lineal de los valores de CT para examinar la variacion de nuestros
genes de referencia se tomaron de Brunner et al., 2004. El factor de normalizacién
de los genes de referencia se calculd por el valor de la media geomeétrica de ambos
genes (Brunner, Yakovlev and Strauss, 2004). La expresion relativa se midié por el
procedimiento de curva estandar con cinco puntos de dilucién (Pfaffl, 2001). Los
resultados se realizaron con la media de las tres muestras bioldgicas independientes
con tres réplicas técnicas de cada una de ellas.

Tabla 13. Secuencias de los oligonucledtidos empleados.

Nombre GeneBank Phytozome? Oligos 5" - 3’
CHI LOC18044429 Ciclev10032749 FOR 5 CCAGTCTCATAACTGCACTCTCG 3’
REV 5 GGTGAGAAGAGCAAATGTAGCG 3
CHS LOC18051925 Ciclev10015535 FOR 5 CAGGATCACAAAGAGCGAGC 3’
REV 5 GTGATGGAGCCATGTAAGCG 3
DFR LOC18042712 Ciclev10001757 FOR 5 TTGTTTGAGCATCCTAACGC 3’
REV 5 GGCTGTACTTGAACTTAAATCCC 3
FLS LOC18037475 Ciclev10026028 FOR 5 CTTTAAGGACGACCGTTGGATC 3
REV 5" ACGGCTTTGTACTTGCCAT 3
ROS1 LOC18039990 Ciclev10010892 FOR 5 TGTTCCCAGGGAGTGGTTATG 3’
REV 5" CACACACACATATCCTCTCCAGAAG 3’
PAP1 LOC18039527 Ciclev10013455 FOR 5 GGGAAGAACAGCGAACGATG 3
REV 5 GTGGATTGTTTGCCGAGATTGT 3
TTG1 LOC18032473 Ciclev10005375 FOR 5" ATATCAGGTCGCCAACATTGC 3

REV 5 GACACAAGCTCTATGCCTCTC &

BGLU13  LOC18044658 Ciclev10031209 FOR 5 AACCATCTTCTGTTCCTCCGA 3
REV 5 CGACCAGGCAAAGTAACCTTT 3’
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ATUBC4  UBC4 Ciclev10009771 FOR 5 TGGACGCTTCAGTCTGTTTG &
REV 5 TCGTCAATCACCCCTTCTTT &

B-ACTIN  ACTIN Ciclev10025866 FOR 5' CAGTGTTTGGATTGGAGGATCA 3'
REV 5' TCGCCCTTTGAGATCCACAT 3'

2 Este codigo se refiere al nombre del transcrito que esta disponible en la base de datos del Consor-
cio Internacional del Genoma de citricos y GeneBank (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html y
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/nucleotide/).

2.1.4 Cuantificacion de polifenoles
Se extrajo el zumo de un lote de 5 frutos por arbol procedentes de 3 arboles (n=3)
de cada patron, variedad y tratamiento. A partir de un exprimidor (Lomi, Model 4,
Lorenzo Miguel, S.L., Madrid, Espafia). Debido al alto contenido de azlcar presente
en las muestras, que podria interferir con la columna de HPLC, las muestras se
cargaron en un cartucho C18 Sep-Pak, previamente acondicionado con 5 mL de
metanol, 5 mL de agua pura y luego con 0.01 mol/l de HCI. El cartucho se lavo
con 5 mL de agua pura y luego se eluyd con metanol acidificado (0.1 g/L HCI). Las
fracciones recolectadas se almacenaron a -20 °C hasta su uso posterior.

El protocolo se llevé a cabo segun (Genskowsky et al., 2016). Se inyectd
un volumen de 20 uL de cada muestra en un HPLC Hewlett-Packard serie 1200
(Woldbronn, Alemania) equipado con un detector de matriz de diodos UV-visi-
ble (DAD) y una columna C18 (Mediterranea sea,, de 25 x 0.4 cm de 5 ym) de
Teknokroma (Barcelona, Espafia). Los cromatogramas se registraron a 280, 360
y 520 nm. Los compuestos fendlicos se analizaron, en soluciones estandar y
muestras usando un gradiente de elucion a 1 mL min-1 con el siguiente programa
de gradientes, comenzando con 95 % A, 75 % A a los 20 min, 50 % A a los 40
min, 20 % A a los 50 miny 20% A a los 60 min. Las fases moviles estaban com-
puestas por acido formico en agua (4.5:95.5, v/v) como disolvente A y acetonitrilo
como disolvente B. La identificacidn de los compuestos no antocianicos se realizé
comparando los espectros de absorcién UV y los tiempos de retencion de cada
compuesto con los estandards puros inyectados en las mismas condiciones. Los
compuestos se cuantificaron a través de curvas de calibracion de compuestos
patrén (patrones de acidos fendlicos: acido clorogénico y acido ferulico; patrones
de flavonoides: hesperidina, didimina, hesperidina y narirutina) de Extrasynthese
(Genay, Francia). Los estandares de acido fendlico se disolvieron en metanol a
diferentes concentraciones entre 10 y 200 pgmL™; Los estandares de flavonoides
se disolvieron en metanol a diferentes concentraciones entre 1y 250 ugmL™. Se lo-
groé una alta linealidad (r2>0.995) para cada curva estandar para cada compuesto.
La cuantificacion de las antocianinas se llevd a cabo con base en curvas lineales
de estandares auténticos. Para la cuantificacion de los derivados de delfinidina
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se utilizd una calibracion de delfinidina-3-glucdsido (concentracion entre 1y 250
pMgmL™), mientras que la calibracion de cianidina 3-glucdsido (concentracion entre
1y 250 ugmL™) se utilizd para los derivados de cianidina.

2.1.5 Andlisis estadisticos

Los resultados mostrados se obtuvieron de la media de 3 réplicas bioldgicas que
constaban de un pull de 5 frutos por arbol para cada tratamiento. Para los analisis
de RT-PCR se emplearon 3 réplicas técnicas para cada muestra bioldgica (n=3).
Los resultados se procesaron con un anadlisis de la varianza (ANOVA de una via)
utilizando Statgraphics Centurion, 16.1y a los que previamente se probaron con
un analisis de normalidad y homogenidad. Cuando el ANOVA obtuvo un efecto
estadistico, las medias se sometieron por separado a una prueba LSD (minima
diferencia significativa por sus siglas en inglés).

3. RESULTADOS
3.1 Determinacion de la calidad de la fruta

Puesto que la coloracién de la fruta es muy importante en este tipo de citricos y
concretamente en el mercado en fresco, se llevaron a cabo los siguientes andlisis.
La Tabla 13 muestra los parametros de calidad del zumo y la coloracion de la piel
el dia de la recogida de muestras. La diferente coloracién de la piel fue estadistica-
mente significativa entre patrones, de modo que los frutos provenientes de arboles
con patrén MAC resultaron mas rojizos que los frutos provenientes de arboles con
patrén CAR. Sin embargo, si se observa que el color del zumo, fue sobre 6 veces
mas rojo el obtenido de los patrones CAR que el de los patrones MAC. Por tanto, el
color externo de la piel no se correspondid con la coloracion interna de los frutos.

La cantidad total de sélidos solubles (por sus siglas en inglés TSS) tam-
bién se cuantificéd y fue ligeramente mayor en el zumo de las muestras provenien-
tes de CAR que las de MAC y fue de 11.68 °© Brix y 10.98 ° Brix respectivamente.
La acidez (TA) se expreso en g de 4cido citrico / 100 mL y no obtuvo diferencias
entre patrones. Finalmente, se determind el indice de madurez (que se trata del
ratio TSS/TA) y no se obtuvieron diferencias significativas entre los zumos, resul-
tando los valores 8.25 para el patron CAR 'y 7.58 del zumo proveniente del patrén
MAC. Los parametros de calidad del zumo indicaron que la fruta proveniente de
ambos patrones fue dptima para la comercializacion y ademas tuvieron un estado
de madurez similar.
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Tabla 14. Determinacion de la calidad del fruto el dia de la recogida de muestras, 17 de Enero de 2020.
Se determind el color de la piel y el zumo, los azlcares solubles totales (TSS) del zumo en grados °Brix,
la acidez titulable (TA) expresada en g de acido citrico/100 mL y el indice de madurez del ratio TSS/TA.
Los zumos se obtuvieron de naranjas sanguinas de la variedad Tarocco Rosso injertadas sobre los pa-
trones Carrizo (CAR) y C. macrophylla (MAC) recogidos el 17 de enero de 2020. EI P-valor representado
en la tabla proviene de un test estadistico ANOVA de una via con la prueba de la minima significancia
(LSD, p = 0.05).

Patron Color Piel p-valor
CAR 15.47 0.002
MAC 19.07

Patrén Color Zumo p-valor
CAR 21.54 0.000
MAC 3.60

Patrén TSS (° Brix) p-valor
CAR 11.68 0.004
MAC 10.90

Patrén Acidez (TA) p-valor
CAR 1.42 0.723
MAC 1.45

Patrén IM p-valor
CAR 8.25 0.172
MAC 7.58
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Con el fin de mostrar unos resultados mas visuales, en la Figura 28 se muestra una
imagen de los frutos de los que se obtuvieron las anteriores muestras. Esta Figura
28 confirmé los resultados obtenidos en los pardmetros de calidad del zumo de
la Tabla 14 ya que claramente se observé una mayor coloracién en la pulpa de los
frutos injertados con el patréon CAR que los de MAC.

Figura 28. Imagen de los frutos de Tarocco Rosso el dia de la recogida de muestras, 17 de enero de
2020. a y b) corresponde con las naranjas Tarocco Rosso injertadas sobre el patrén citrange Carrizo
(CAR) y c), d) corresponde con naranjas Tarocco Rosso injertadas sobre el patrén C. macrophylla (MAC).
Las muestras pertenecen al dia 17 de enero de 2020 en que se tomaron las muestras en la estacion
experimental de Museros en la “Masia del Doctor’, Anecoop.
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3.2 Antocianinas, flavanonas y acidos hidroxicinnamicos contenidos
en los frutos

Se sabe que las naranjas sanguinas son ricas en antocianinas y flavonoides y
que esta es la razén por la que muestran dicha coloracién. Como se ha visto
previamente, la determinacién de polifenoles resulta importante en las naranjas
pigmentadas ya que son beneficiosas para la salud por sus efectos antioxidan-
tes. Por ello, la importancia de la determinacion del contenido de polifenoles mas
importantes en las muestras injertadas con diferentes patrones para comprobar
sus diferencias (Figura 3). La hesperidina, narirutina y didimina son flavanonas
que provienen de la flavanona naringenina. La hesperidina resulté la flavanona
mayoritaria en ambas muestras de CAR y MAC. Los cambios con mayor significan-
cia fueron a 9 °C durante los tratamientos a 40 dias y 40+7 dias donde el patrén
MAC disminuyé mas su contenido en hesperidina comparado con el patron CAR.
La segunda flavanona con mayor contenido fue la narirutina. En general, como
en el caso anterior con la hesperidina, el contenido fue ligeramente mayor en el
patron CAR durante el tratamiento a 9 °C, concretamente, a 40 dias de tratamiento
postcosecha. La didimina resultd ser la flavanona minoritaria y al igual que las
anteriores flavanonas, se obtuvieron mayores diferencias de concentracion en
el tratamiento a 9 °C. El aumento de la hesperidina resulté importante ya que es
el precursor del acido clorogénico y el &cido ferdlico. La cuantificacion de acido
clorogénico no obtuvo cambios resefiables. Sin embargo, la concentracion de
acido ferulico resultd mayor en el patron CAR en ambas temperaturas y fue algo
mayor en el tratamiento a 9 °C de conservacion.
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Figura 29. Cuantificacion de la concentraciéon de flavanonas y acidos hidroxicinnamicos en mg/L. a)
concentracion de hesperidina en mg/L a 1 °C de conservacion, b) concentracion de hesperidina en
mg/L a 9 °C de conservacion, c) concentracion de narirutina en mg/L a 1 °C de conservacion, d) con-
centracion de narirutina en mg/L a 9 °C de conservacion, e) concentracion de didimina en mg/L a 1°C
de conservacion, f) concentracién de didimina en mg/L a 9 °C de conservacién, g) concentracion de
acido clorogénico en mg/L a 1 °C de conservacion, h) concentracién de acido clorogénico en mg/L a
9 °C de conservacion, i) concentracion de acido ferulico en mg/L a 1°C de conservacion, j) concentra-
cion de acido ferdlico en mg/L a 9 °C de conservacion. Las cuantificaciones se realizaron en frutos de
Tarocco Rosso injertados en los patrones citrange Carrizo (CAR) y C. macrophylla (MAC). Las muestras
se recogieron el 17 de enero del 2020 del campo experimental de patrones en Museros de la “Masia
del Doctor” perteneciente a la Cooperativa Anecoop. Los valores resultaron de la media y desviacién
de tres réplicas bioldgicas (n=3) y cinco réplicas técnicas por muestra bioldgica. El efecto del trata-
miento se probd con un test ANOVA de una via y con un test LSD.
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A continuacion, se realizo la cuantificacion de los antocianos (Figura 29a-h) cuya
concentracién se conoce que es mayor en citricos. En general, la concentracion
de los cuatro antocianos cuantificados en el presente trabajo obtuvieron una ma-
yor concentracion en los frutos provenientes del patrén CAR tanto a nivel basal
como después de los dos tratamientos térmicos, como previamente indicaron
los parametros de calidad del zumo. Ademds, los frutos expuestos al tratamiento
postcosecha de 9 °C que estuvieron injertados sobre el patron CAR, obtuvieron
una mayor induccion de los cuatro antocianos, sobre todo, después de estar 40
dias de tratamiento térmico.

Asi pues, se observd que los tratamientos postcosecha afectaron de
diferente manera en el contenido de flavonoides, acidos cinamicos y antocianos
dependiendo no sélo del tratamiento térmico, sino que también se vio influenciado
por el patrén del que provenia.
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Figura 30. Cuantificacion de la concentracion de antocianinas en mg/L. a) concentracion de cianidin
3-(6'malonilglucésido) en mg/L a 1 °C de conservacion, b) concentracién de cianidin 3-(6'malonilglu-
cosido) en mg/L a 9 °C de conservacion, c) concentracion de cianidin 3-glucdsido en mg/L a 1 °C
de conservacion, d) concentracion de cianidin 3-glucésido en mg/L a 9 °C de conservacion, e) con-
centracién de delfinidin 3-glucdsido en mg/L a 1 °C de conservacién, f) concentracion de delfinidin
3-glucdsido en mg/L a 9 °C de conservacion, g) concentracion de cianidin 3-(6'dioxalil)-glucésido en
mg/L a 1 °C de conservacion, h) concentracion de cianidin 3-(6'dioxalil)-glucdsido en mg/L a 9 °C de
conservacion. Las cuantificaciones se realizaron en frutos de Tarocco Rosso injertados en los patrones
citrange Carrizo (CAR) y C. macrophylla (MAC). Las muestras se recogieron el 17 de enero del 2020 del
campo experimental de patrones en Museros de la “Masia del Doctor” perteneciente a la Cooperativa
Anecoop. Los valores resultaron de la media y desviacion de tres réplicas bioldgicas (n=3) y cinco
réplicas técnicas por muestra bioldgica. El efecto del tratamiento se probd con un test ANOVA de una
via'y con un test LSD.
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3.3 Cuantificacion transcriptomica de la ruta de biosintesis
de antocianos y regulacion

Con el fin de conocer mejor la regulacién y la ruta de biosintesis de antocianos en
citricos decidimos realizar la cuantificacion de la expresidon génica de genes que
se conocen que intervienen en la regulacion de la ruta de biosintesis de antocia-
nos y también de los genes que codifican los enzimas que intervienen en la ruta.

Los genes que se seleccionaron de los enzimas de la ruta de biosintesis
fueron los mostrados en la Figura 31a-h. Como se ha indicado en la introduccion,
el gen que codifica para el enzima FLS es un enzima intermediario en la ruta de
flavonoides pero que resulta de un desvio de la ruta de sintesis de antocianos.
Asi pues, su expresion tendria que estar correlacionada con la concentracién
de flavonoides (Figura 29a-f). Durante el tratamiento a 1 °C de postcosecha no
se obtuvieron grandes diferencias entre patrones y tiempos de tratamiento. Sin
embargo, a 9 °C se vio una induccién a los 20 dias de casi el doble de expresién
génica en el patrén CAR respecto al MAC, lo que podria correlacionar con la mayor
concentracion de hesperidina, narirutina y didimina a los 40 dias de tratamiento
en el patrén CAR.

Los genes que codificaron para los enzimas CHS y CHI (Figura 31c-f), se
encuentran al inicio de la ruta de biosintesis de antocianos por lo que, indirecta-
mente, también estarian relacionados, como se ha comentado antes, con el flujo
de sintesis de intermediaros como los flavonoides. Asi pues, en el tratamiento
a 1°C no se observaron grandes diferencias en la expresion génica para el gen
CHS (Figura 31c y 31d). Sin embargo, a los 20 dias de tratamiento a 9 °C hubo
un aumento 3 veces mayor en la expresion de CHS del genotipo CAR que en la
de MAC que, ademas, correlaciond con la mayor concentracion de los cuatro
antocianos cuantificados en la Figura 30.

El gen que codifico para el enzima CHI (Figura 31e y 31f) no tuvo dife-
rencias significativas durante el tratamiento a 1 °C entre patrones. Asi pues, si
gue hubo una gran expresion a nivel basal a tiempo 0 en el genotipo MAC 4 veces
superior que en el patron CAR. Ademas, se observo también una gran induccion a
los 20+7 dias en el patron MAC. Del perfil de expresion de los frutos provenientes
del patrén MAC se podria interpretar que, en presencia de un frio extremo, 1 °C,
los niveles de CHI podrian verse reprimidos respecto a la situacién basal. Por
otro lado, la situacion basal del patréon MAC a 1 °C para CHI no resulta del todo
clara ya que no estaria reflejada en la concentracion de antocianos. Durante el
tratamiento a 9 °C, la expresion del gen CHI si correlaciond respecto a la concen-
tracién de los antocianos cuantificados, excepto en el caso de MAC a tiempo 0,
como ocurria en el tratamiento anterior. La expresion de CH/ a 20 dias fue mayor
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unas 7.5 veces en CAR que en MAC. A tiempo 40 dias de exposicion la expresion
también permanecid alta en CAR con respecto a los 40 dias de MAC, pero no fue
estadisticamente significativa.

Finalmente, la expresién del ultimo gen que se cuantificd de la ruta de
biosintesis fue el DFR que es de los Ultimos enzimas de la ruta de biosintesis
(Figura 31g y 31h). El tratamiento a 1 °C no arrojé resultados significativos, lo que
resultod estar en consonancia con la expresion génica de los genes anteriores
y con los resultados de la concentracién de antocianos, flavonoides y acidos
cinamicos. Sin embargo, los resultados del tratamiento postcosecha a 9 °C si
volvieron a mostrar una fuerte induccién a los 20 dias de tratamiento en el patrén
CAR comparado con el patron MAC. El patrén CAR aumentd cerca de 6 veces su
expresion con respecto a su tiempo O de tratamiento y el patron MAC aumentdé
2.5 veces con respecto a su control. Asi pues, el patrén CAR se expresd cerca de
2.5 veces mas que MAC a los 20 dias. Estos resultados, de nuevo, correlacionaron
con la concentracion de los cuatro antocianos cuantificados.
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Figura 31. Cuantificacidn de la expresion génica relativa de los genes de biosintesis de antocianos y
flavonoides. a y b) expresion del gen FLS (LOC18037475) a 1°C y 9 °C de conservacion respectiva-
mente, ¢ y d) expresion del gen CHS (LOC18051925) a 1°C y 9 °C de conservacion respectivamente,
ey f) expresion del gen CHI (LOC18044429) a 1°C y 9 °C de conservacidn respectivamente, g y h)
expresion del gen DFR (LOC18042712) a 1°C y 9 °C de conservacion respectivamente. La expresion
génica se cuantificd en pulpa de un pull de frutos de Tarocco Rosso injertados en los patrones citrange
Carrizo (CAR) y C. macrophylla (MAC). Las muestras se recogieron el 17 de enero del 2020 del campo
experimental de patrones en Museros de la “Masia del Doctor” perteneciente a la Cooperativa Ane-
coop. Los valores resultaron de la media y desviacion de tres réplicas bioldgicas (n=3) y tres réplicas
técnicas por muestra bioldgica. El efecto del tratamiento se probd con un test ANOVA de una via y
con un test LSD.
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Se realizd una seleccién de genes que controlan la activacion y represion de la
ruta de antocianos y se cuantificod su expresién génica (Figura 32a-h). La expre-
sién del gen PAPT (Figuras 32a y 32b) durante el tratamiento a 1°C en general
no correlacioné con el patrén de activacion de los genes de biosintesis. Ademas,
tampoco correlacionaron con los cambios en la concentracion de antocianos,
flavonoides ni acidos cinamicos. Durante el tratamiento a 9 °C la expresién del
gen PAP1 correlaciond con los genes que codificaron para los enzimas de sintesis
de antocianos (CHS, CHI'y DFR) y flavonoides (FLS) ya que a 20 dias hubo una
induccion significativa 2.5 veces mayor para CAR que para MAC. Asi pues, también
correlacioné con el aumento de concentracion de antocianos.

ROS1 actua como como un supresor del silenciamiento génico catali-
zando la desmetilacion del DNA de las citosinas en posicion 5’ (Roldan-Arjona and
Ariza, 2000; Gong et al., 2002). Se ha visto tanto en tabaco como en Arabidopsis
gue ROST provee la regulacién de genes que codifican para los enzimas de bio-
sintesis de flavonoides en estrés por salinidad, por lo que también nos interesé
conocer su expresion génica (Bharti et al., 2015). En ese caso, el gen putativo
de ROST que se selecciond (Figura 32¢ y 3d) no mostré una correlacion con la
activacién de los enzimas involucrados en la sintesis de antocianos.

El gen que codificd para BGLU13 (Figura 32e y 32f) tampoco mostrd un
patrén de induccién en los momentos esperados de degradacién de antocianos
paraly 9 °C.

El gen putativo para TTGT, que se encarga de la regulacion de los pro-
toantocianos, activando el gen de sintesis FLS, tampoco mostré una correlacion
(Figura 32g y 32h) con ninguna expresion génica aqui cuantificada.
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Figura 32. Cuantificacién de la expresion génica relativa de los genes reguladores de los enzimas de
de biosintesis de antocianos y flavonoides. a y b) expresion del gen PAP1 (LOC18039527) a 1°C y
9 °C de conservacion respectivamente, ¢ y d) expresion del gen ROS1 (LOC18039990) a1°Cy 9 °C
de conservacién respectivamente, e y f) expresion del gen BGLU13 (LOC18044658) a1°Cy 9 °C de
conservacion respectivamente y g y h) expresion del gen TTG1 (LOC18032473) a1°Cy 9 °C de con-
servacion respectivamente La expresion génica se cuantificd en pulpa de un pull de frutos de Tarocco
Rosso injertados en los patrones citrange Carrizo (CAR) y C. macrophylla (MAC). Las muestras se
recogieron el 17 de enero del 2020 del campo experimental de patrones en Museros de la “Masia del
Doctor” perteneciente a la Cooperativa Anecoop. Los valores resultaron de la media y desviacién de
tres réplicas bioldgicas (n=3) y tres réplicas técnicas por muestra bioldgica. El efecto del tratamiento
se probo con un test ANOVA de una via y con un test LSD.

Seccién 3. Resultados

TTG1

47

20 27 40
9° Conservacion

TTG1

47

132



4. DISCUSION

Se sabe que en citricos los patrones tienen la capacidad de otorgar ciertos ca-
racteres de interés a la variedad que porta (Martinez-Cuenca, Quifiones and For-
ner-Giner, 2016; Martinez-Cuenca, Primo-Capella and Forner-Giner, 2017, 2021;
Morales et al., 2020), pero es muy complejo llegar a conocer la sefial que transmite
el patron con el fin de inducir dichas diferencias. En previos trabajos (Morales et
al., 2020)y en el presente trabajo se intenta esclarecer la capacidad de induccién
de la biosintesis de antocianos de una variedad pigmentada dependiendo del
patrén con el que esta injertado.

Se tomaron las muestras de los frutos de Tarocco Rosso en su correc-
to momento de recoleccion, como mostraron los datos de calidad. El indice de
madurez es un dato de relevancia, ya que la concentracion de antocianos en
fruto depende también del estado de madurez en el que se encuentra. Asi pues,
ambos patrones obtuvieron un indice de madurez muy similar para su correcta
comercializacion y por tanto comparables entre si.

Las flavanonas son un tipo de flavonoides que se encuentran en una
alta concentracion en los citricos. La flavanona mayoritaria fue la hesperidina,
luego la narirutina y finalmente la didimina tal y como ocurre en otros trabajos
(Barreca et al., 2014; Cebadera-Miranda et al., 2019; Morales et al., 2020). Su
ruta de biosintesis comparte algunos pasos con la biosintesis de antocianos,
como se ha comentado anteriormente, por ello también resultan de interés. Los
analisis en la concentracion de flavanonas no arrojaron unas grandes diferencias
entre patrones, aunque hubo una pequefia correlacion en la induccion del gen
FLS alos 20 dias y un aumento en la concentracién de hesperidina, didimina y
narirutina a tiempo 40 en CAR. En general, la induccién génica de los enzimas de
biosintesis y degradacién de rutas metabdlicas no se reflejan en la concentracion
del soluto que sintetizan de manera inmediata ya que han de tener lugar antes
otros procesos, como la traduccion de proteinas. Asi pues, es posible que estemos
observando el inicio de induccién del gen FLS pero que realmente el aumento
de la concentracién de flavonoides lo estemos observando a los 40 y 40+7 dias
de tratamiento. Algo similar de lo que ocurre con las flavanonas sucede con los
acidos hidroxicinnamicos. Derivan de la ruta general de los fenilpropanoides que
es el paso siguiente de los azucares individuales en la ruta de las antocianinas
(Rapisarda et al., 1998; Morales et al., 2020) y por ello es importante realizar su
cuantificacién. Se cuantificé el acido clorogénico y el acido ferulico obteniendo
diferencias basales entre fenotipos. El 4cido clorogénico es un poderoso antioxi-
dante y resulta interesante en este tipo de cultivos (Cao, Sofic and Prior, 1996;
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Stommel and Whitaker, 2003; Hanson et al., 2006; Lucia Valerga et al., 2017). Asi
pues, aungue los frutos de MAC tuvieron un contenido mayor de acido clorogé-
nico de forma basal, con los tratamientos a bajas temperaturas la concentracion
se iguald entre patrones. El acido ferdlico también es un poderoso antioxidante
(Walters, Heasman and Hughes, 1997; Paiva et al., 2013), por lo que resulta de
interés. En este caso, el patrén CAR de manera basal consigue una concentracion
mayor de acido ferulico que va disminuyendo con el tratamiento a frio. Asi pues,
en general el patrén CAR parece que tiene la capacidad de otorgar a la fruta un
mayor contenido en antioxidantes que el patron MAC.

Las antocianinas fueron los compuestos donde se obtuvieron mayo-
res diferencias entre patrones, tratamientos de baja temperatura y tiempos de
exposicion. Segun los resultados, el tratamiento a 9 °C fue el tratamiento que
mayor concentracion de antocianos indujo en los frutos en general, confirmando
previos resultados obtenidos (Rapisarda, Bellomo and Intelisano, 2001; Morales
et al., 2020). Concretamente, los frutos de Tarocco provenientes del injerto con
el patrén tolerante CAR a bajas temperaturas fue capaz de inducir una mayor
respuesta génica también de los genes de la ruta de biosintesis de antocianos,
concretamente, de los genes FLS, DFR, CHS y CHI sobre todo a 20 dias de expo-
sicién y consecuentemente una mayor concentracion de las cuatro antocianinas
obtenidas. Dicha induccion génica de genes de biosintesis en frutos de variedades
pigmentadas se habia observado previamente (Lo Piero et al., 2005; Cotroneo
et al., 2006; Crifo et al., 2011; Lo Piero, 2015), pero, no se conocia que el patrén
podria transmitir al fruto la capacidad de producir una induccién y por consiguiente
un mayor contenido en antocianos una vez realizada la cosecha.

Con la cuantificacion génica del gen putativo BGLU13 se pretendia tam-
bién cuantificar la degradacion de antocianos durante los tiempos de aclimatacion
20+7 y 40+7 segun previos resultados obtenidos en otros cultivos como es en
naranja pigmentada Siciliana donde se aislo la enzima (EC 3.2.1.21) y se correla-
ciond con la degradacién de antocianos (Barbagallo et al., 2007). Esta enzima (EC
3.2.1.21) también se empled en el hongo Bjerkandera adusta donde también se
le otorgd una funcidn en la degradacion de antocianos (Behrens et al., 2018). Sin
embargo, en nuestro caso la expresion génica del gen aqui seleccionado en base
a lo anterior nombrado, obtuvo como gen putativo BGLU13, pero no obtuvimos los
resultados esperados. Hay que sefialar, que la familia génica de las B-glucosida-
sas es muy amplia y puede que en citricos la funcion principal de degradacion de
antocianos la esté llevando a cabo otra glucosidasa aqui no contemplada.

La induccidn de los genes de sintesis de antocianos se correlaciond con
la sobreexpresion del factor de transcripcion putativo de PAPT, caracterizado como
activador de la ruta de sintesis de antocianos y flavonoides en otras especies
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como son A. thaliana (Borevitz et al., 2000; Tohge et al., 2005; Lee et al., 2016),
tomate (Zuluaga et al., 2008) y tabaco (Zhou et al., 2008; Mitsunami et al., 2014).
Por lo que, en citricos parece que el factor de transcripcidon PAPT podria estar
involucrado en la activacién de la ruta de sintesis de antocianos y flavonoides.
Para poder confirmar esto, mas experimentos deberian de llevarse a cabo.

5. CONCLUSIONES

1. Los frutos de Tarocco Rosso cultivados con el patrdn citrange Carrizo tolerante
a bajas temperaturas obtuvieron una mayor habilidad para la sintesis de acido
ferulico y acido clorogénico, dos potentes antioxidantes de interés comercial.

2. Los frutos de Tarocco Rosso cultivados con el patrén citrange Carrizo tole-
rante a bajas temperaturas obtuvieron una mayor concentracién de cianidin
3-(6"-malonilglucésido), cianidin 3-glucdsido, delfinidin 3-glucdsido y cianidin
3-(6"- dioxalil)-glucdsido, antocianinas causantes de la deseada coloracién en
zumo de naranjas pigmentadas gracias al aumento de expresién de los genes
de biosintesis de antocianinas y flavonoides FLS, DFR, CHS y CHI.

3. El tratamiento de postcosecha a 9 °C fue el tratamiento que mayor induccion
produjo en la ruta de sintesis de antocianinas.

4. La activacioén de la ruta de antocianinas correlaciond con la activacién del factor
de transcripcion putativo PAP1, por lo que se podria proponer como un posible
inductor de la ruta de antocianinas en citricos.

5. La eleccidén de un patron tolerante a bajas temperaturas, como es el caso de
citrange Carrizo, podria potenciar las cualidades deseadas de coloracion y por
ende de concentracion de antocianos en los frutos de la variedad pigmentada
Tarocco Rosso.
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Discusion General

El estrés por baja temperatura es uno de los estreses abidticos que mas pérdidas
producen al afio en citricos. Actualmente, el cambio climatico estd afectando los
patrones meteoroldgicos y estan dando lugar a constantes olas de frio y de calor.
Estos cambios climaticos hacen que los cultivos tradicionalmente autdctonos de
una zona de cultivo cambien también su localizacién. Por ello, la importancia de
los programas de mejora. El objetivo principal de los programas de mejora vegetal
es encontrar solucién a problemas como el planteado en la presente tesis. Para
ello es importante saber abordar el estrés al que nos enfrentamos y conocer como
afecta a nuestro cultivo, en este caso, los patrones de citricos.

En la presente tesis, se realizaron experimentos a corto y largo plazo em-
pleando materiales vegetales que tradicionalmente se saben que son tolerantes/
sensibles a las bajas temperaturas y se realizd una caracterizacion fisioldgica, mo-
lecular y metabolémica con el fin de ver las diferencias entre materiales vegetales.
Gracias a los resultados encontrados en la presente tesis, se puede implementar
un programa de mejora para el rastreo de nuevo material vegetal potencialmente
tolerante a bajas temperaturas con un abordaje a diferentes niveles:

1. Un primer cribado a tiempos cortos de los genes de respuesta mas rapida
gracias a la cuantificacién de la expresion génica de CAMTA3, CAMTAS,
COR413 IM1y CBF1.

2. Un segundo cribado con planta injertada y tiempo a largo plazo donde
se confirme una respuesta del metabolismo con el aumento en prolina
y azUcares totales, concretamente, en rafinosa y trealosa, medidas de
la fluorescencia de la clorofila Fv/Fm, NPQ y YIl, como parametros fisio-
l6gicos, confirmacién de la respuesta central CBF por la cuantificacion
génica de CBF1, y cuantificacién de la expresion de los genes de la ruta
de sintesis de antocianos (CHS y DFR) y transportadores de ABA (ABCG22
y ABCG40).

3. Confirmacién de los genotipos tolerantes con el comportamiento agro-
némico en arboles adultos.
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La sensibilidad/tolerancia frente a estrés por baja temperatura, como
cualquier otro tipo de estrés abidtico, resulta de la combinacion de genes que
contribuyen a este caracter de tolerancia. La tolerancia frente al estrés abidtico
afecta a un gran ndmero de genes, por lo que, en muchas ocasiones resulta muy
tedioso llegar a lograr encontrar la base molecular de la sensibilidad/tolerancia
al estrés. En la presente tesis hemos conseguido detectar ciertos caracteres
que pensamos que contribuyen en gran medida a la tolerancia al estrés por ba-
jas temperaturas en patrones de citricos, de los cuales, algunos ya se conocian
previamente. Ademas, en citricos, se cuenta con el handicap de contar con la
interaccion patrén/variedad, por lo que se entiende que el factor o factores de
tolerancia que el patrén transmite a la variedad cumpla con ciertas premisas. Debe
de ser una molécula pequefia, que se pueda transportar y consiga pasar la unién
entre el patrén y la variedad.

Ya se conocia previamente que la sintesis de osmolitos tiene una gran
importancia en los estreses abioticos. Asi pues, en el caso de la tolerancia a frio
vimos que la prolina, trealosa y sobre todo también la rafinosa, cumplen un im-
portante papel en la tolerancia a estrés por frio en patrones de citricos. Ademas,
los osmolitos, resultado del metabolismo primario, cumplen con las premisas
sefialadas anteriormente, son moléculas pequefias y facilmente transportables.
El aminoacido prolina ya se demostré en los experimentos de George Yelenosky
gue tenia una gran implicacion en la sensibilidad/tolerancia al estrés por frio en los
afios 1980-1990 (Yelenosky, 1979, 1985, 1991; Kushad and Yelenosky, 1987a; Vu
and Yelenosky, 1992). En los experimentos de los capitulos 1y 2 se muestra que
efectivamente es un osmolito que resulta importante en citricos, pero no conoce-
mos exactamente su implicacién en los patrones de citricos. Si es cierto que en
el capitulo 1 el transportador PROT2 se encuentra mas expresado en raices de P.
trifoliata que en los genotipos Carrizo y C. macrophylla de manera basal, por lo que
la planta podria estar intentando captar prolina del medio con el fin de introducirla
en la planta con el fin de aumentar sus niveles de prolina independientemente
de la que sintetice por si misma (Ashraf and Foolad, 2007; Hayat et al., 2012; de
Carvalho et al., 2013; Vives-Peris, Gébmez-Cadenas and Pérez-Clemente, 2017,
Mohammadrezakhani et al., 2019b). Esto nos da a entender que el aminoacido
prolina pueda tener un importante papel en los citricos, quizas no como osmolito,
pero con otras funciones previamente atribuidas como detoxificador de ROS y
estabilizador de membranas (Arbona and Gémez-Cadenas, 2008).

La rafinosa y la trealosa también resultaron dos osmolitos importantes en
la sensibilidad/tolerancia a estés por frio en los patrones de citricos. Este hecho
también se conocia previamente en otras especies como alamo (L. Liu et al., 2021),
pepino (Gu et al., 2018; Ma et al., 2021) o tomate (Liu et al., 2020).
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El estudio transcriptdmico que se realizé en la presente tesis es el pri-
mer estudio de RNA-seq de estrés por bajas temperaturas realizado en citricos
injertados. Varios son los estudios transcriptdomicos publicados en citricos en
estrés por bajas temperaturas con genotipos como P. trifoliata (Peng et al., 2012;
Wang, Zhang and Liu, 2015), pero sin tener en cuenta el efecto del patrén sobre
la variedad. Este estudio nos ha permitido conocer la interaccion entre el patréon
y la variedad. Asi pues, el presente estudio confirmé las diferencias previamente
observadas en otros experimentos que realizamos, como es la respuesta central
a frio por el “core” de genes CBF o respuesta dependiente de CBF y la induc-
cién de la ruta de sintesis de prolina. Ademas, a pesar de la parada total de los
parametros fisioldgicos que se mostraron en el experimento 3, en el capitulo 2,
gracias a la técnica de la fluorescencia de la clorofila junto con los resultados
transcriptomicos llegamos a poder corroborar que los fotosistemas y su proteccion
también son un robusto indicador fisiolégico de tolerancia/sensibilidad al estrés
por bajas temperaturas y ademas con caracter transmisible de patron a variedad.
En este sentido, la activacién de la ruta de antocianos y flavonoides nos causé
un gran interés ya que estos metabolitos secundarios actlan a diferentes niveles
como antioxidantes actuando como detoxificadores de ROS y protegiendo los
fotosistemas (Chalker-Scott, 2002; Rapisarda et al., 2008; Guo, Han and Wang,
2009; Qu et al., 2013).

Por otro lado, esta técnica del RNA-seq también nos permitié ver mas
alla de las relaciones hidricas que no arrojaron diferencias significativas. El trans-
criptoma nos permitio observar las importantes diferencias que sufren las acua-
porinas PIP1-2, PIP2-2 y PIP2-5 que se encuentran sobreexpresadas en el patron
CAR y su implicacion en la tolerancia/sensibilidad y a poder intuir que, a nivel
intracelular, pueda haber diferencias importantes en el contenido de agua activa
(Jozefkowicz et al., 2013; Yaneff et al., 2014; Rahman et al., 2020), aungue para
demostrarlo hagan falta realizar mas experimentos.

El RNA-seq junto con la cuantificacién de hormonas, como el ABA, nos
permitido comprobar las diferencias de un importante mecanismo de transporte
y comunicacion raiz/hoja entre patron/variedad que previamente ya se habia
observado (Else et al., 2001; Rodriguez-Gamir et al., 2011; Arbona et al., 2017,
Gonzalez-Guzman, Gdmez-Cadenas and Arbona, 2021). Este hecho convierte a
los transportadores de ABA, ABCG40 y ABCG22 como serios candidatos en la
interaccion entre patron/variedad en el estrés por frio en los citricos y que, por
su puesto, hemos tenido en cuenta en nuestro programa de mejora de patrones.

El experimento realizado de conservacion a baja temperatura de fruto
en la variedad pigmentada con Tarocco Rosso, nos permitié confirmar la impor-
tancia de la ruta de los antocianos en la tolerancia/sensibilidad y que, ademas, es
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transmisible a fruto. Mas experimentos para confirmarlo serian necesarios, pero
podemos pensar que los patrones tolerantes a bajas temperaturas serfan mejores
para el cultivo de las naranjas pigmentadas.

Como perspectivas futuras, resefiar la importancia de poder llegar a
detectar la molécula que controla todas o parte de estas respuestas que se han
detectado en la presente tesis doctoral y que resultan de la interaccién entre
patron/variedad ya que el estrés por frio como se ha dicho anteriormente es un
caracter multigénico. Estas moléculas estarian a un nivel de control por encima del
gue nos ofrece un analisis de RNA-seq. Una de las posibilidades que en los ultimos
afios esta adquiriendo un gran interés es el control de la transcripcion a partir de
microRNAs. Son moléculas pequefias y que ademas pueden viajar a través de la
planta y controlar la expresion de genes muy dispares (Megha, Basu and Kav, 2018;
Anwar and Kim, 2020). Se conocen un gran nimero de microRNAs para diferentes
estreses abidticos y también concretamente para el estrés por bajas tempera-
turas. Los microRNAs son una clase de moléculas de RNA de simple cadena no
codificante de 18 a 24 nucledtidos de longitud (Megha, Basu and Kav, 2018; Anwar
and Kim, 2020) y que controlan la expresién génica a nivel post-transcripcional
por lo que podrian ser unas moléculas clave en la interaccién patron/variedad.
Algunos ejemplos de microRNAs que intervienen en la sensibilidad/tolerancia a
bajas temperaturas en otras especies son miR396, miR397 o el miR319 en arroz,
trigo, tomate y Arabidopsis (Liu et al., 2015; Zhang et al., 2016; Q. Liu et al., 2017;
Abla et al., 2019). En citricos también hay varios estudios realizados en P. trifoliata
donde se detectaron genes diana para 24 miRNAs conservados sensibles al frio.
Entre los genes “target” se encontraron factores de transcripcion de las familias
MYB, NAC, ARF, SCL8, F-box y NFY que coincidieron, segun la bibliografia, con
la expresion de los miRNA160 y miRNA169 (Zhang, Li and Liu, 2014).
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Conclusiones Generales

1. Se ha conseguido obtener un método de rastreo rapido de potenciales
patrones tolerantes a estrés por bajas temperaturas a partir de genes de
respuesta rapida como son CAMTA3, CAMTAS, COR413 IM1y CBF1.

2. A partir de la técnica de RNA-seq se ha obtenido informacion de la respuesta
a largo plazo o aclimatacién a baja temperatura de patrones injertados
que nos permitird continuar con nuestro programa de mejora gracias a la
seleccion de genes candidatos (CBF1, CHS, CHI, ABCG22 y ABCG40).

3. Los estudios realizados a largo plazo nos han permitido conocer los
parédmetros fisioldgicos (Fv/Fm, NPQ y YII) y bioquimicos (azucares totales,
rafinosa, trehalosa y prolina) a tener en cuenta para una segunda fase de
rastreo en el programa de mejora.

4. El estudio de la respuesta transcriptémica a largo plazo nos ha permitido
conocer mas sobre el mecanismo de tolerancia de los genotipos C.
macrophylla y citrange Carrizo y que, dicha tolerancia se transmite del patrén
a la variedad afectando asi a la coloracién en los frutos de Tarocco Rosso.

5. Uno de los mecanismos de tolerancia de citrange Carrizo podria estar
centrado en una mayor sefializacion del ABA dando lugar a una mayor
activacion de los genes de respuesta y por tanto una mejor aclimatacién de
la variedad a la baja temperatura.
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