CAPITULQ 4. APLICACION DE LAS “OMICAS * EN LA MEJORA GENETICA.

EXPRESIQN DE GENES RELACIONADOS CON LA RESPUESTA
A ESTRES HIDRICO EN FRUTALES DE HUESO (Prunus spp)

Bielsa B.}, Leida C.2, Rubio-Cabetas M.J.!

" Unidad de Fruticultura Centro de Investigacién y Tecnologia Agroalimentaria (CITA). Carretera de Montafiana, 930.
50059, Zaragoza.

? Departamento de Fruticultura Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA), Carretera Moencada a
Néquera Km 4 5. 46113 Moncada, Valencia

Palabras clave: conductancia estomdtica, dehidrina, factor de trascripeidn, potencial hidrico,
Real Time-PCR.

Resumen

Los frutales de hueso (Prunus spp.) difieren en cuanto a su comportamiento frente a
determinados estreses medioambientales. En este trabajo se ha estudiade la respuesta
a la sequia en dos genotipos utilizados como portainjertos en distintas condiciones de
suelos. El hibrido almendro x melocotonero (P, amygdalus x P. persica) ‘Garnem’y su des-
cendiente el trihibrido ‘P.2175° x ‘Garnem’-3 (P. cerasifera x [P. amygdalus x P. persical).
Ambos se sometieron a un periodo de déficit hidrico durante un mes, seguido de un perio-
do de recuperacién en umbraculo. El tratamiento de estrés se realizé manteniendo las
plantas a un contenido de humedad del sustrato del 35%. Se tomaron datos fisioldgicos a
los 0,10 y 15d de estrés y a los 14d y 15d de recuper acion. Igualmente se estudio Ia expre-
sién de dos genes en dos tejidos diferentes, que codifican para proteinas relacionadas
con el ABA y el estrés abiético, una dehidrina y una proteina de unidn a zinc respectiva-
mente. Los pardmetros fisiologicos de conductancia estomadtica y de potencial hidrico
fueron monitorizados y correiacionados con la expresién génica. Se observé que existe
una relacién inversa entre los parametros fisioldgicos y moleculares. La relacion de ambos
pardmetros y su implicacién en la mejora de la tolerancia a este estrés serd discutida.

INTRODUCCION

Los patrones mejor adaptados a las condiciones edafocliméticas mediterrdneas han sido los
hibridos almendro x melocotonero (‘GF-677) y los nuevos hibridos GxN ‘Gamnem’ y
‘Felinem’ resistentes a nematodos. Posteriormente, un nuevo material interespecifico ha sido
creado involucrando nuevos genotipos de Prunus con el fin de introducit tolerancias a catac-
teres abidticos. La escasez de agua hace que las plantas reaccionen activando una serie de
mecanismos que permiten su supervivencia durante un cierto tiempo, entre estos mecanismos
destaca el cierre estomdtico, que permite reducir las pérdidas de agua manteniendo la turgen-
cia celular. La induccidn del cierre estomdtico puede deberse tanto a sefiales hidrdulicas como
hormonales Los cambios inducidos se deben a cambios en la expresién génica de varios genes,
entre cllos las dehidiinas (Basset et al , 2009) y varios factores de transcripcidn relacionados
con el 4cido abeisico (ABA) (Leida et al , 2012). El objetivo de este trabajo fue el estudio de
la respuesta fisioldgica al estrés hidrico de dos genotipos de patrones Prunus y el estudio de la
expresion de genes en respuesta a la sequia.

MATERIAL Y METODOS

Plantas del hibrido almendio x melocotonero ‘Garnem’ y el trihibrido ‘P2175° x “Garnem’-
3 fueron sometidas a un periodo de déficit hidrico de 15 dias. El experimento se realizé duran-
te el mes de Julio en macetas en umbrdculo. El trtatamiento de estiés se realizé manteniendo las

143




ACTAS DE HORITICULTURA N.° 62

plantas a un conienido de humedad del sustrato del 35%, afiadiendo regularmente el agua
perdida por transpiracién medida gravimétricamente. Se tomaron datos tanto de conductancia
estomdtica con un poddmetro, como de potencial hidrico con una cdmara Scholander a lo largo
del ensayo y postetiormente, durante el periodo de recuperacion. La expresion génica median-
te PCR a tiempo 1eal se realizé en las plantas estresadas tanto en tejido de floema como de raiz
alos 0,10, 15 d de estrés y a los 10 y 15 d de recuperacién. A partir de 2,5 pg de ARN libre
de ADNasas, se obtuvo la primera cadena de ADNc utilizando el kit Superscript III 1* Strand
Synthesis {Invitrogen) para qPCR. y siguiendo el proiocolo del fabricante. El andlisis génico se
Tlevd a cabo con el ABI 7900 (Applied Biosystems) vy el kit PerfeCTA SYBR Green Supermix,
ROX (Quanta Biosciences), utilizdndose como control interno el gen actina. Los genes anali-
zados fueron una dehidiina {(ppa005514m) v el dedo de zinc A20/AN1 (ppa012373m).

RESULTADOS Y DISCUSION

La expresidn de ambos genes tanto de [a dehidrina como del factor de transcripcién tipo
dedo de Zinc es mayor en el tejido de rafz que en el tejido de floema. La mayor expresion en
ambos:casos es mayor en el momento de méaximo estrés a los 15 dfas de tratamiento, observan-
dose un descenso en el periodo de recuperacidn, La expresién del factor de transcripeidn dedo
de zinc AZ0/AN] es similar en ambos tejidos en el genotipo ‘Garnem’, mientras que una mayor
expresion se observd en el tiihibrido. Las mayores diferencias % ervaron en el gen de [a
dehidtina, ya que en el tejido de raiz, la expresidn fue mayor para-ambos genotipos en el
momento de maximo estrés, disminuyendo en el periodo de recuperacién. Estas diferencias son
notables a los 15d de tratamiento, evidenciando la estrecha relacidn de esta proteina en la res-
puesta al estrés hidrico (Basset et al , 2009) Las menotes diferencias observadas en el factor
de transcripcidn, entre el periodo de estrés y de recuperacién se explicaria por el papel de éste
en el momento de induccién del estrés v no tanfo en la respuesta directa al estrés Ya que el
metabolismo del ABA estarfa implicado en diferentes estreses de la planta (Leida et al, 2012}
Se observd que existe una relacidn inversa entre los patdmetros fisioldgicos y moleculares Asi,
a los 10d los valores de conductancia y potencial hidrico en el ‘P.2175” x ‘Garnent’-3 fueron
mayores que en ‘Garnem’, siendo la expresion de la dehidiina menor que en “Garnem’
Mientras que a los 15 d, la conductancia del aihibtido fue menor que en ‘Garnem’ pero su
expresidn mayor. Indicando que el genotipo trihibrido muestra los sintomas del estrés a los 15
dias ¥ no a les 10d y puede que sea mds tolerante a la sequia
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