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Resumen

Diferentes agentes bidticos y abiéticos pueden producir traumatismos en plantas, dejando expuestas
las partes internas y facilitando la entrada de patégenos que podrian provocar infecciones. Pinus
canariensis, especie forestal endémica del Archipiélago Canario, posee una gran capacidad de
cicatrizacion y regeneracion tisular, debido a su historia evolutiva en ambientes volcanicos.
Analizamos la formacion del xilema traumatico hibridando un microarray con muestras recogidas a
tres tiempos tras la realizacion de la herida (H1, H2 y H3), comparandolo con la formaciéon de madera
no traumatica. Encontramos 1408 genes diferencialmente expresados en respuesta al traumatismo,
agrupados en diferentes cllsteres seglin sus perfiles de expresion. La mayoria de estos genes fueron
inducidos durante H1, especialmente aquéllos relacionados con procesos de estrés y defensa.
También encontramos factores de transcripcion relacionados con la actividad meristematica
inducidos especialmente en H2 y H3, cuando el xilema traumatico se esta formando. Genes inducidos
durante el desarrollo de madera temprana no traumatica, relacionados mayormente con la formacion
de la pared celular, fueron reprimidos durante H1 e inducidos en H3, sugiriendo que el arbol forma
madera temprana, de rapido crecimiento, para cerrar la herida en el menor tiempo posible.
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1. Introduccion

La formacion de madera en especies forestales puede verse afectada por diferentes factores a
lo largo de sus usualmente largas vidas, como son la presién causada por el viento o la gravedad, o el
dano traumatico causado por inundaciones, herbivoria o fuegos forestales. Ademas de la pérdida
directa de tejidos fotosintéticos y vasculares, las heridas abiertas facilitan la entrada de patégenos
oportunistas, disparando un conjunto de respuestas anatdmicas y fisiolégicas que impiden o
dificultan los posibles efectos causados por la herida y la consecuente infeccion. El cierre de la herida
tras el dano producido es un proceso clave en la evolucion de las plantas, y que implica la reaccion
del cambium vascular, respuesta de defensa, y la formacion de xilema traumatico.

Muchos de los estudios enfocados en la respuesta a traumatismos mecanicos han utilizado
angiospermas como especies modelo, especialmente aquellos centrados en los aspectos moleculares
del proceso de cicatrizacion y regeneracion tisular (Sena et al., 2009; Sugimoto et al., 2010), su
control hormonal (Asahina et al.,, 2011; Wan et al., 2006), o el proceso anatdmico (Hamada et al.,
2009; Pang et al., 2008; Stobbe, 2002; Zhang et al., 2011).

En el pino canario, los efectos del dafio mecanico inducen respuestas anatémicas que
conllevan la alteracidon y cambios de polaridad en las divisiones de las células cambiales, asociados a
su posicion relativa en la superficie y los margenes de la herida (Chano et al., 2015), y que resulta en
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la formacién de un xilema traumatico desordenado como consecuencia de la alteracién del flujo
hormonal (Kurczynska y Hejnowicz, 1991; Sachs y Cohen, 1982). y de la percepcién de la posicion de
la herida y la nueva superficie libre del tallo (Chano et al., 2015).

Los estudios de expresion genética han revelado también diferencias a nivel molecular en la
madera traumatica respecto al patrén normal de madera temprana y tardia (Chano et al., 2017).

2. Objetivos

El objetivo de este trabajo es comprobar si el xilema traumatico producido como respuesta a un
dano mecanico tiene bases genéticas comunes a la formacion de madera tardia a nivel
transcriptomico, centradas en su papel como barrera que dificulta la expansion de patdégenos
oportunistas, o, por el contrario, se esta produciendo un desarrollo similar a la formacion de madera
temprana, de menor densidad y bajo coste, debida a la limitaciébn de recursos causada por el estrés.
Para ello se ha inducido el proceso de cicatrizacidbn en P. canariensis, y analizado la expresion
diferencial de genes implicados en defensa y regeneracion tisular en respuesta al estrés biético
producido.

3. Metodologia

Para el presente trabajo utilizamos arboles de 5 anos crecidos en una parcela de estudio.
Utilizando un bisturi estéril, se produjeron dos heridas rectangulares por arbol de 10 cm de altura y
abarcando la mitad de la circunferencia del tronco en 30 arboles, eliminando corteza, floema y el
cambium vascular.

Se emplearon diferentes arboles con dano mecanico con el fin de evaluar la expresion genética
utilizando microarrays, recogiendo muestras del tejido de cicatrizacion en tres tiempos durante la
respuesta al dafio: H1 a los 7 dias, H2 a los 75 dias y H3 a los 93 dias, que determinan las fases de
respuesta inmediata, primera fase de cicatrizacion y segunda fase de cicatrizacion. En la fase H1
ningln arbol mostraba la formacién de tejido calloso para cerrar la herida. Sin embargo, recogimos
los tejidos adyacentes a la herida, incluyendo corteza, floema y cambium vascular, raspando las
capas mas nuevas del xilema con la ayuda de un bisturi estéril. En la fase H2 recogimos el tejido de
regeneracion formado alrededor de la herida, incluyendo de nuevo corteza, floema, cambium vascular
y las capas mas recientes del xilema. Del mismo modo, se recogieron las mismas capas de tejido de
regeneracion en la fase H3, cuando el callo formado era visiblemente mas voluminoso. Para cada
tiempo de muestreo se recogié también un control en una rama alejada de la herida, con objeto de
comparar el xilema traumatico con el formado en ausencia de traumatismo. Todas las muestras
fueron inmediatamente congeladas en nitrégeno liquido y almacenada en el laboratorio a -80° C.

Se extrajo el ARN total de las muestras almacenadas utilizando la precipitacion con CTAB-LICl
(Chang et al., 1993), y se purific6 mediante el empleo de RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, CA, USA). La
cuantificaciéon del ARN se realizdé con un Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific, MA, USA), y su calidad
se comprob6 con un Experion Bioanalyzer (Bio-Rad, CA, USA).

Un set de aproximadamente 16500 contigs implicados en actividad meristematica en P.
canariensis, obtenidos y anotados en un trabajo anterior (Chano et al., 2017), se empled para el
diseno de un microarray de 60K a dos colores. La hibridacién se realiz6 siguiendo el protocolo del
fabricante y las imagenes fueron tomadas con GenePix 4000B (Axon, CA, USA).

El analisis estadistico de los resultados obtenidos se llevd a cabo utilizando el software R (R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, 2011) y el paquete Bioconductor (Gentleman et al.,
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2004). Se consideraron genes diferencialmente expresados (DEGs) aquellos con valores de FC
mayores de 2 (sobreexpresados) y menores de -2 (reprimidos), con un nivel de significacion
estadistica ajustado por FDR menor de 0.05. Las réplicas técnicas fueron fusionadas por medias para
obtener un Unico valor de expresion por contig. A partir de los genes diferencialmente expresados
(DEGs) seleccionados, se generd una matriz de datos formada por los valores logaritmicos de los
ratios entre medida experimental y control, incluyendo los tiempos muestreados y tres réplicas
bioldgicas por cada tiempo. Esta matriz fue importada a R para realizar un clustering jerarquico con el
método “complete-linkage”, y generar un heatmap mediante la funcidon heatmap.2 del paquete gplots
(Warnes et al., 2015).

4. Resultados

El analisis resulté en 1408 genes con expresion diferencial (DEGs) (Figura 1), distribuidos a lo
largo del proceso estudiado como se muestra en el diagrama de Venn de la Figura 2. La respuesta
inmediata H1 incluyé 837 DEGs, el grupo mas numeroso, mientras que el menos numeroso fue la
respuesta intermedia H2 con 336 DEGs. H3 incluyé 619 DEGs. Mostraron una expresion alterada
durante los 3 tiempos estudiados. 69 DEGs Del mismo modo, 44 DEGs fueron comunes para H1y H2,
y 66 para H1 y H3, mientras que 136 coincidieron para H2 y H3.

H1 H2 H3

10

-10

Figura 1. MA PLOTs que muestran la seleccion de sondas que presentaban valores de FC mayores a 2 (verdes) y menores a
-2 (rojas), con un nivel de significacién ajustado por FDR menor de 0.05. El eje de abscisas son valores logaritmicos de la
senal de expresion (A), y el eje de ordenadas son los valores logaritmicos de Fold Change (M).
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Figura 2. Diagrama de Venn que relaciona los DEGs encontrados en cada punto muestral (H1, H2 y H3)
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Se establecieron 12 clisteres de DEGs en funcion de su patrén de expresion (Tabla 1, Figura 3).

Tabla 1. Namero de DEGs incluidos en cada cluster.

Cluster B C D|IE|F| G H I J L
DEGs 9285|111 |62 |7 |4 |190 | 212 | 319 | 14 200
<o a g g g m - alh @
=4 =€ = & & & b ot i
T T T T T T T T =T

Figura 3. Heatmap obtenido tras el clustering jerarquico, con 12 clisteres (A-L) segun las diferentes tendencias de
expresion de los DEGs seleccionados

De manera general, la principales tendencias observadas en el heatmap presentado en la
Figura 3 muestran genes con una fuerte induccion en el clister A para H1, y a un nivel menor H2 y
H3, asi como otros genes sobreexpresados en H1 en los clisteres B, Dy E, y en H2 y H3 en los

7°CONGRESO FORESTAL
ESPANOL



5/9

clisteres C y H. Por otro lado, los clisteres H, | y L incluyen genes reprimidos durante H1, mientras
gue los genes reprimidos durante H2/H3 se distribuyeron entre los clisteres B, G y L, principalmente.
Ademas, muchos de estos DEGs involucrados en la respuesta al dano en P. canariensis estan
implicados en los procesos de formacion de madera temprana y tardia durante el crecimiento
vegetativo de la especie (Chano et al., 2017). Desde una perspectiva amplia, se ha observado que
muchos de los genes sobreexpresados diferencialmente durante H1, e incluso reprimidos durante H2
y H3, presentaron picos de expresion en verano durante la formacion de madera tardia, mientras que
contrariamente los genes relacionados con el desarrollo de madera temprana en esta especie se
reprimen durante H1, y se inducen durante las fases H2 y H3.

5. Discusion

Las fases H1 y H3 implican la participacion de un gran ndmero de genes (837 y 619 DEGs,
respectivamente), sobre todo en comparacion con H2 (336 DEGs), sugiriendo dos procesos
claramente separados. Ademas, el bajo nimero de DEGs compartidos por H1 con H2 o H3, y el alto
nimero de DEGs comunes entre H2 y H3, indica que el punto intermedio H2 es mas parecido a H3
que a H1. Los estudios de expresion genética llevados a cabo posteriormente indican que estos dos
procesos estan relacionados con la respuesta de defensa, en el caso de H1, y los procesos de
cicatrizacion y regeneracion tisular, para H2 y H3.

Como era de esperar, la mayoria de los procesos de defensa y estrés inducidos en H1
corresponden a procesos de estrés oxidativo (Diehn et al., 1993; Mohan et al., 1993), o la induccién
de estrategias defensivas que implican enzimas hidroliticas que atacan la pared celular de patégenos
oportunistas. Ademas, se encontraron genes inducidos implicados en la sintesis de etileno, implicado
en la respuesta al daino mecanico en plantas (Saltveit and Dilley, 1978), asi como genes implicados
en la senalizacion del acido jasmoénico, conocido por disparar una compleja respuesta que activa la
expresion de genes inducidos por heridas localmente (Rojo et al., 1999). La Figura 4 muestra cuatro
diagramas de Venn que relaciona los 1408 DEGs encontrados en el presente trabajo, divididos en
sobreexpresados y reprimidos para las fases H1, H2 y H3, con aquellos genes implicados en la
formacién de madera temprana (1448 DEGs) y tardia (1705 DEGs) en el pino canario. De los 352
DEGs relacionados con el desarrollo de madera temprana, 234 mostraron represiéon durante la
respuesta a heridas. Por esto, se sugiere que la fase H1 se caracteriza por la represion de genes
implicados en la formacibn de madera temprana, aun teniendo en cuenta que la muestra
representativa de H1 se tomoé en primavera.
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Figura 4. Cuatro diagramas de Venn que relacionan los DEGs sobreexpresados durante la respuesta al dano con DEGs de
madera temprana (A) y tardia (B), y DEGs reprimidos durante la respuesta al daino con DEGs de madera temprana (C) y tadia
(D).

Desde otro punto de vista, genes relacionados con respuesta a estrés y procesos de defensa
mostraron sobreexpresion en H1 y represion en H3. Muchos de estos genes también se expresan de
manera constitutiva en la formacion de madera tardia, como se ha descrito para Cryptomeria
japonica (Mishima et al., 2014). Por otro lado, tan sélo 118 DEGs relacionados con la madera
temprana en el pino canario mostraron sobreexpresion durante todo el proceso de respuesta
analizado, y 111 de ellos fueron inducidos durante las fases H2 y H3, simultdneamente a la
formacién de madera tardia en las zonas alejadas de la herida. La alteracion en la expresion de estos
genes posiblemente contribuya a los cambios en los rasgos anatoémicos y estructurales observados en
la madera traumatica.

Observamos por tanto dos fases en la respuesta a la herida. En primera instancia se interrumpe
la formacion de madera y se expresan sobreexpresan genes relacionados con procesos de defensa y
respuesta a estrés. En una segunda fase, se produce un tejido de cicatrizaciéon en el que se observa
la expresion de genes relacionados con la formaciéon de madera temprana y la represién de genes
especificos de madera tardia. La formacidon de madera temprana supone un menor coste metabdlico
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en comparacion con la madera tardia, que presenta paredes secundarias mas gruesas y fuertemente
lignificadas, asi como canales resiniferos y actla como una defensa preventiva frente a posibles
danos e infecciones durante la parada invernal. De este modo, nuestros resultados sugieren que el
arbol responde al traumatismo desplegando una respuesta defensiva inmediata frente a posibles
patégenos y, posteriormente, tratando de cerrar la herida lo mas rapidamente posible, con un xilema
traumatico de rapida formacion, en detrimento del desarrollo de una madera tardia de crecimiento
mas lento y metabdlicamente costosa

6. Conclusiones

Pinus canariensis muestra una notable efectividad durante la cicatrizacion después de sufrir un
dano mecanico (Chano et al., 2015). Ademas, las dinamicas moleculares durante este proceso han
desplegado una serie de rutas de senalizacién involucrando defensa local, respuesta a estrés, y
actividad meristematica implicada en la formacién de xilema. Una semana después de producirse el
dano mecanico se detecta la induccion de procesos de defensa y respuesta a estrés, implicando
genes relacionados con la respuesta a estrés oxidativo y patogénesis. DEGs relacionados con el
desarrollo de madera temprana fueron reprimidos en H1, y en algunos casos inducidos en H2 y H3,
durante la formacion del xilema traumatico. Por el contrario, genes relacionados con procesos de
defensa, fueron inducidos durante H1. Nuestros resultados sugieren que, tras la respuesta inmediata
a la herida, con la expresion de genes de defensa, el arbol destina sus recursos a la formacién de un
xilema traumatico de crecimiento rapido para cerrar la herida, sin llegar a formar madera tardia.
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