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Resumen

El cerezo (Prunus avium L.) es un frutal de hueso de gran importancia econémica que, como
otros frutales del género, tiene un periodo de dormancia durante el invierno. En los ultimos
afios, se ha visto que los factores de transcripcion DORMANCY-ASSOCIATED MADS BOX
(DAM) estan implicados en la entrada y salida de dormancia, aunque se desconoce con precision
el mecanismo de regulacion. En otros frutales de la familia de las Rosaceas (peral, ciruelo) se ha
observado que el ‘alternative splicing’ (AS) podria estar implicado en la regulacion de la
expresion de los genes DAM. El objetivo de este trabajo es estudiar el patron de expresion génica
de los seis genes DAM (DAM 1-6) descritos en cerezo y elucidar si el AS es un mecanismo
implicado en la regulacion de estos genes en variedades de diferentes requerimientos de frio y
fechas de floracion. Para ello, se esta analizando la expresion en tres variedades con diferentes
requerimientos de frio en una serie temporal que abarca el periodo de reposo desde la formacion
de las yemas hasta su brotacion. Este estudio se realiza mediante una serie de técnicas
moleculares, entre ellas la RT-PCR. Resultados preliminares indican una regulacion diferencial
por AS de la expresion de algunos genes DAM en determinados momentos del desarrollo de las
yemas. Los resultados obtenidos permitiran ampliar el conocimiento de la regulacion génica que
subyace la dormancia en cerezo, siendo esta informacion de interés para la seleccion de
cultivares mas resilientes y adaptados a los escenarios de inviernos mas calidos a los que se
enfrenta la agricultura debido al cambio climatico.

INTRODUCCION

El cerezo (Prunus avium L.) es un frutal de hueso de gran importancia econdémica. En 2022 su
produccion mundial fue de 2,7 millones de toneladas en un area cosechada de 450.000 hectéreas,
siendo Espafa el sexto productor a nivel mundial con una produccion de 110.000 toneladas
(FAOSTAT, 2024). El cerezo, como otros frutales de hueso dentro del género, se caracteriza por poseer
un periodo de dormancia como mecanismo de adaptacion al frio invernal (Vimont et al., 2019), donde
el crecimiento de sus yemas se detiene en los periodos mas frios del afio. Este caracter es fundamental
tanto para la produccion y el correcto desarrollo del fruto como para la adaptacion a distintas zonas
climaticas (Cooke et al., 2012). Por este motivo, en los ultimos afios se han realizado numerosos
estudios centrados en la genética, genémica y transcriptomica de la dormancia en distintas especies
de frutales (Anderson, 2015; Vimont et al., 2019). Sin embargo, todavia no esta claro como se regula
este proceso.

En cerezo, se han identificado QTLs para fecha de floraciéon y requerimientos de frio y se han
identificado genes candidatos (Calle et al., 2020; Castéde et al., 2015, 2014), entre los cuales se ha
confirmado que los genes DAM parecen tener un papel relevante en este periodo de letargo (Goeckeritz
and Hollender, 2021). En cerezo, se han identificado seis genes DAMs (PavDAMI-6) relacionados
con la regulacion de la dormancia (Wang et al., 2020; Calle et al. 2021). La implicacion de los genes
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DAM en el género Prunus fue identificada a partir de un genotipo de melocotonero (‘Evergrowing’)
que no entra en reposo por delecion en 4 de los 6 genes DAM (Bielenberg et al., 2008, 2004). Estos
genes son homologos al gen ‘SHORT VEGETATIVE PHASE’ (SVP) de Arabidopsis, el cual actua
junto a ‘FLOWERING LOCUS C’ (FLC) para regular negativamente a F7'y SOC! y suprimir la
floracion (Searle et al., 2006). En la variedad local ‘Cristobalina’, que es autocompatible y presenta
bajos requerimientos de frio y floracion extra temprana, se han identificado mutaciones estructurales,
SNPs e indels en la region de los genes PavDAM. Estas mutaciones son unicas en este genotipo, y
estan correlacionados con la floracion temprana en las descendencias de esta variedad (Calle et al.,
2021), pudiendo estar asociadas a una expresion diferencial de estos genes en esta variedad.

El ‘alternative splicing’ AS es un mecanismo de regulacion postranscripcional donde se sintetizan
varios transcritos de una misma secuencia génica. En plantas, estos mecanismos se han relacionado
con la regulacion de la respuesta frente estreses bidticos y abioticos, en la regulacion de la floracion e
incluso en la regulacion del reloj circadiano (Szakonyi and Duque, 2018). E1 AS ha sido observado
como mecanismo de regulacion de los genes DAM en peral y ciruelo (Li et al., 2021; Quesada-Traver
et al., 2020). El objetivo de este trabajo es investigar si el AS puede estar involucrado en la regulacion
de la expresion de los genes PavDAM en genotipos con fenotipos diferenciados (altos vs bajos
requerimientos de frio) de cerezo. En este trabajo se presentan resultados preliminares obtenidos en el
estudio de la expresion de genes DAM en una serie temporal desde la entrada hasta la salida de
dormancia en tres variedades de cereza (incluida ‘Cristobalina’), con requerimientos de frio y salida
de dormancia diferente, y su posible regulacion mediante AS.

MATERIALES Y METODOS

El material vegetal utilizado fueron yemas reproductivas de tres variedades de cerezo (‘Cristobalina’,
‘Burlat’ y ‘Vic’) que tienen distintos requerimientos de frio, y que fueron recogidas durante el periodo
que abarca la entrada y salida de dormancia, desde octubre a febrero. Se recogieron muestras de cada
variedad en siete fechas durante 2019 y 2020 (29/10, 26/11, 13/12, 03/01, 20/01, 06/02 y 20/02) por
triplicado. ‘Cristobalina’ fue la variedad mas temprana en salir del reposo, seguida de ‘Burlat’ con
necesidades intermedias de frio y ‘Vic’ con altas necesidades de frio (resultados no presentados).

A partir de las yemas recogidas, se extrajo RNA utilizando el kit ‘RNeasy Plant Mini Kit’ (Qiagen).
La calidad y cantidad de RNA fue cuantificada mediante espectrofotometria (Nanodrop, Thermo
Fisher). A partir del RNA se sintetiz6 DNAc (DNA complementario) mediante transcripcion reversa
utilizando el kit ‘High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit’ (Applied Biosystems). El DNAc
obtenido fue amplificado mediante PCR (RT-PCR) con parejas de cebadores disefiados para amplificar
cada uno de los 6 genes DAM que se han descrito en cerezo (Wang et al., 2020). Los productos de
PCR fueron separados y visualizados en geles de agarosa Metaphor al 3%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con el fin de investigar si el AS estd involucrado como una forma de regular la expresion de los genes
DAM, en este trabajo se ha analizado la expresion de los genes PavDAMI-6 en una serie temporal a
lo largo del periodo de dormancia en tres variedades de cerezo con diferentes fenotipos de
requerimientos de frio. Para ello, se ha realizado un analisis de RT-PCR (‘reverse transcription’-PCR)
en busca de variaciones en los transcritos en las diferentes variedades y/o puntos de muestreo. Los
resultados preliminares indican que podria haber AS en algunos de los genes y algunos de los tiempos.
No se observo AS en los genes DAM-1,2,5 y 6. Sin embargo, en el gen DAM-3 se observaron varias
bandas en las tres variedades y para todos los puntos temporales, lo que parece indicar una regulacion
postranscripcional mediante AS para este gen. Ademas, en el gen PavDAM-4, se observa un posible
AS en todos los tiempos muestreados, pero s6lo en la variedad ‘Cristobalina’, lo que podria indicar
que esta variedad tiene una expresion diferente al resto para este gen. Esta posible diferencia podria
estar relacionado con su salida temprana de dormancia. En el trabajo de Calle et al. (2021) se
observaron mutaciones especificas en la region reguladora del gen PavDAM-4.
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El AS como mecanismo de regulacion en genes DAMs también se ha visto en otros cultivos como
peral y ciruelo (Li et al., 2021; Quesada-Traver et al., 2020). Los resultados preliminares obtenidos en
este trabajo en cerezo apuntan a la posible regulacion de la expresion de los genes DAMs por AS
también en cerezo, y también a una posible incidencia diferencial a lo largo del reposo invernal en
funcion de las necesidades de frio de la variedad. Por este motivo, el AS podria ser un mecanismo
importante en la regulacion de la dormancia en cerezo.

Este trabajo preliminar es la base para la clonacion y secuenciacion de los transcritos alternativos con
el fin de comprender el mecanismo de AS e identificar con precision las isoformas y cuantificar su
expresion. Se espera que los resultados permitan ayudar a descifrar el complejo mecanismo de
regulacion de la dormancia.
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