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Resumen

Eucalyptus globulus y Eucalyptus nitens tienen un gran impacto en la industria
forestal y maderera en Chile, principalmente por su calidad de fibra y alta tasa
de crecimiento. Sin embargo, una de las principales limitaciones para E.
globulus es la sensibilidad a condiciones a bajas temperaturas y sequia
prolongada, en comparacién a E. nitens que tiene capacidad de tolerar
condiciones de bajas temperaturas. A raiz de esto, se han generado diversos
enfoques para determinar la capacidad genética respecto a la tolerancia a bajas
temperaturas entre estas dos especies y un hibrido (Eucalyptus globulus x
Eucalyptus nitens), una de ellas a través de Espectroscopia infrarroja (FT-IR),
donde se ha establecido diferencias en la composicién quimica de la cuticula,
evidenciando una similitud entre individuos tolerantes (E. nitens e hibrido) y

sensibles (E. globulus) en respuesta a tratamientos de congelacion.

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar los perfiles transcriptomicos
de genes que participan en la biosintesis de cuticula relacionados con
tratamientos de aclimatacion después de helada (ADH) y control (NA) en tres
genotipos de Eucalyptus spp. Se evalud la expresion diferencial de genes
implicados en la sintesis y regulacidn de la sintesis de cuticula, lo que permitid
establecer un total de 422 genes anotados con E. grandis como referencia, los
que corresponden a 188 de A. thaliana. Los cuales corresponden a 54 factores
de transcripcion y 134 genes obtenidos por literatura y bases de datos de
sintesis cuticular. Ademas se evalud por qPCR 8 proteinas que participan en la
red de regulacion de la sintesis de cuticula que permitio establecer diferencias
entre genotipos tolerantes y sensibles implicadas en estrés por bajas

temperaturas en tejido foliar de Eucalyptus spp.

Vi



Abstract

Eucalyptus globulus and Eucalyptus nitens have a great impact on the
forestry and timber industry in Chile, mainly due to their fiber quality and
high growth rate. However, one of the main limitations for E. globulus is its
sensitivity to low temperature conditions and prolonged drought, compared
to E. nitens, which has the ability to tolerate low temperature conditions. As
a result of this, various approaches have been generated to determine the
genetic capacity regarding tolerance to low temperatures between these two
species and a hybrid (Eucalyptus globulus x Eucalyptus nitens), one of them
through infrared spectroscopy (FT-IR), where differences in the chemical
composition of the cuticle have been established, evidencing a similarity
between tolerant (E. nitens and hybrid) and sensitive (E. globulus)

individuals in response to freezing treatments.

The objective of this work is to evaluate the transcriptomic profiles of genes
involved in cuticle biosynthesis related to acclimatization treatments after
frost (ADH) and control (NA) in three Eucalyptus spp. genotypes. The
differential expression of genes involved in the synthesis and regulation of
cuticle synthesis was evaluated, which allowed establishing a total of 422
genes annotated with E. grandis as reference, corresponding to 188 of A.
thaliana. Which correspond to 54 transcription factors and 134 genes
obtained by literature and cuticular synthesis databases. In addition, 8
proteins that participate in the cuticle synthesis regulation network were
evaluated by qPCR, which allowed establishing differences between
tolerant and sensitive genotypes involved in low temperature stress in

Eucalyptus spp.
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I. INTRODUCCION

Importancia y caracteristicas del género Eucalyptus

Eucalyptus sp. es uno de los géneros de arboles latifoliadas més plantado a
nivel mundial, debido a que posee una gran plasticidad fenotipica y
diversidad de especies que le permite establecerse en zonas tropicales,
subtropicales y en zonas templadas (Bryant and Trueman, 2015;
Grattapaglia et al., 2012; Teuliéres et al., 2012). Ademas, presenta un
rapido crecimiento, el cual es aprovechado para ser utilizado como madera
para pulpaje y como madera aserrada (Kube et al., 2002; Mufioz et al.,
2005; Teulieres et al., 2012.; Trincado V et al., 2003).

En cuanto a la industria forestal y maderera en Chile, ésta tiene un gran
impacto en la economia, ya que segun datos del afio 2019, la superficie de
plantacion fue de alrededor de 2,3 millones de hectareas (concentradas
principalmente en la region del Biobio), donde predominan las plantaciones
de especies Pinus radiata D. Don, Eucalyptus globulus Labill y Eucalyptus
nitens H. Deane & Maiden, siendo estas dos Gltimas las que representan el
36,8% del total de hectareas plantadas, utilizdndose principalmente para la
extraccion de pulpa para la industria de la celulosa destinado en su mayoria
a la exportacion (INFOR, 2021).

Ambas especies del género Eucalyptus sp. corresponden botanicamente a la
clase Angiospermas, subclase Dicotiledoneas y la familia Myrtaceae. En
este género existen mas de 500 especies originarias de Australia (Prado y

Barros, 1989), de las cuales en Chile estas especies presentan una alta tasa
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de crecimiento, una susceptibilidad al déficit hidrico y una distribucion que
abarca desde climas costeros a montafiosos. Por una parte, E. nitens
presenta cualidades que constituyen una excelente alternativa dada las
buenas caracteristicas en cuanto a parametros de calidad de madera, con una
tasa de crecimiento entre 14-77 ms3/ha/afio (Ipinza et al., 2014) y una
densidad que varia entre 360-570 kg/m3 (Kube et al., 2001) todo esto
modelado por las condiciones de sitio y edad de las plantas. Ademas
presenta la capacidad de tolerar climas mas frio en comparacion a E.
globulus (Battaglia et al., 1996; Close, 2001), lo cual lo convierte en una
especie apta para la forestacion especialmente para zonas sobre los 800
msnm, utilizandose principalmente como madera pulpable (de Santana
Costa et al., 2017; Muioz et al., 2005; White, 1996). Por otra parte, E.
globulus tiene cualidades excepcionales, principalmente por su calidad de
fibra, donde se ha establecido una tasa de crecimiento entre 13 a 46
m?3/ha/afio y una densidad que varia entre 490 a 600 kg/ m3 (Miranda et al.,
2001), para lo cual se utiliza como pulpaje en la industria de la celulosa y
como madera aserrada (Baltierra et al., 2013; Espina, 2006; INFOR, 2021).
Sin embargo, una de las principales limitaciones es la susceptibilidad a
sequia prolongada y condiciones a bajas temperaturas debido a que exhibe
yemas desnudas y la ausencia de un periodo de dormancia vegetativa en
invierno que se acentla en los primeros afios de crecimiento, lo cual obliga
a ser plantado en regiones con climas templados y con una baja altitud,
limitando su distribucion geograficas en estas zonas (Espina, 2006; Ipinza
et al., 2014; White, 1996). Ademéas se ha evidenciado que esta especie
puede soportar hasta -6°C, comenzando a sufrir dafio celular desde los -3°C
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(Ipinza et al., 2014), al igual que Arias en (2014) demostro que la
temperatura letal en la que el 50% de los tejidos son dafiados (LTs)
corresponde a -3°C en comparacion a E. nitens que tiene un LT, de -5.5°C
demostrando que esta Ultima especie tiene una mayor tolerancia a
condiciones de baja temperatura. Es por ello, que en los dltimos afios se ha
buscado la complementariedad de las caracteristicas de crecimiento y
tolerancia al frio de E. nitens con la alta calidad de madera para pulpa de E.
globulus a través de mejoramientos tradicionales con la finalidad de generar
varios cruzamientos entre estas especies para producir hibridos que puedan
combinar estas caracteristicas y obtener individuos superiores en cuanto a

calidad, crecimiento y tolerancia al frio (Ipinza et al., 2014).
2.2 Condiciones de estrés abiotico presentes que afectan a Eucalyptus

El incremento actual de la temperatura global causado por actividades
antropogénicas dan como resultado una alteracion progresiva del clima en
muchos ecosistemas, reflejandose en un aumento de las perturbaciones
climaticas como temperaturas extremas, heladas repentinas, severidad y
duracién de los periodos de sequia que afectan las areas forestales, los
cuales disminuyen el rendimiento y aumenta la mortalidad de los arboles
debido al estrés sometido en las plantaciones (Allen et al., 2010, 2015;
Rubilar et al., 2018). Por ende, el estrés es cualquier perturbacion adversa
ocasionada por una causa externa que afecta el metabolismo, crecimiento y
desarrollo del individuo (Lichtenthaler, 1998), que por lo general
desencadena respuestas bioquimicas y/o fisiologicas para mantener las

funciones vitales de la planta, ya que no poseen sistemas de
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termorregulacion (Taiz and Zeiger, 2006). Por esta razdn, es necesario
identificar los mecanismos involucrados que confieren tolerancia al estrés
abiotico y cdmo las especies arbdreas se adaptan al cambio climatico para
mantener y/o aumentar la productividad y garantizar la disponibilidad de

recursos en el futuro (Harfouche et al., 2014).

En las Ultimas décadas, varios estudios se han centrado en comprender
como el estrés abiotico, principalmente la sequia y las bajas temperaturas,
afectan el crecimiento y desarrollo de las plantas, que conllevan a una serie
de cambios bioquimicos, morfo-fisiologicos y moleculares que
experimentan como parte de la respuesta al estrés ambiental en Eucalyptus.
(Navarrete-Campos et al., 2012; Keller et al., 2013; Fernandez et al., 2015;
Aguayo et al., 2016, 2019; Gaete-Loyola et al., 2017; Nguyen et al., 2017;
Butnor et al., 2019).

Se ha establecido que las plantas promueven una maquinaria para responder
a las heladas, que se constituye por mecanismos de evasion y tolerancia. El
primero corresponde a evitar el contacto directo de sus tejidos a bajas
temperaturas, como por ejemplo a través de la dormancia en periodo
invernal. Por otra parte, el mecanismo de tolerancia (presente en E. globulus
y E. nitens) corresponde a procesos que soportan la formacion de hielo en
los tejidos vegetales pero sin generar consecuencias letales para los
individuos (Moraga et al., 2006). Esta tolerancia es determinada por la
respuesta que genere la planta y va a depender de la intensidad del estreés, el
tiempo de exposicion, la especie, la edad y el genotipo. Para ello, la

aclimatacion al frio tiene lugar luego de que las plantas se exponen a
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temperaturas no letales (sin congelacion), lo que implica la activacion de
diversos mecanismos que contribuyen colectivamente a mejorar la
tolerancia al frio (Keller et al., 2013; Navarro et al., 2011; Pareek et al.,
2017).

Las plantas al ser organismos sésiles se exponen constantemente a estrés
abiotico, donde las temperaturas invernales son criticas para el crecimiento,
pero mas aun en los episodios de heladas primaverales, debido a que
muchas plantas no estan aclimatadas para tolerar esas condiciones, lo cual
genera las mayores tasas de dafio y muertes de los individuos. A su vez, el
estrés por frio se puede diferenciar en dos tipos, el estrés por bajas
temperaturas que ocurre por debajo de los niveles 6ptimos del metabolismo
(bajo los 20 °C), que ocasiona modificaciones en la sintesis y estructura de
proteinas, cambios en la estructura de las membranas, disminucion en la
tasa fotosintética y respiratoria y por lo tanto, influye negativamente en el
crecimiento y desarrollo del individuo (Taiz and Zeiger, 2006). Por otra
parte, el estrés por congelacion se refiere a las temperaturas inferiores a 0°
C que pueden ocasionar dafios mas severos e irreversibles llegando incluso
a producir la muerte del tejido y/o del individuo (Chinnusamy et al., 2007,
Pareek et al., 2017). Esto se debe principalmente por el dafio ocasionado
por cristales de hielo que se forman en el espacio apoplastico, rompiendo la
membrana plasmatica, organelos u otras endomembranas (Pearce and
Ashworth, 1992; Taiz and Zeiger, 2006; Beck et al. 2007, Warren, 1998), lo
que conduce a un estado de deshidratacion celular que provoca que el
organismo entre en un estrés hidrico y que por lo tanto, desencadena

respuestas propias de este (Chaves et al., 2003). Ademas afecta la absorcion
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de nutrientes, la conformacion de las proteinas, acumulacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), influye en el metabolismo celular, entre otros
(Chinnusamy et al., 2007).

El proceso de aclimatacion ocurre cuando la planta percibe el estimulo del
frio al detectar los cambios en la membrana citoplasmatica a través de
sensores de sefial del frio (por ejemplo COLD1). Luego la transduccion de
sefales de frio, implica la activacion de canales y/o bombas de Caz, el cual
es el principal mensajero secundario que ingresa a las células, provocando
la unidn a diversas proteinas, como calmodulina (CaM), CBL (calcineurin
B-like proteins), quinasas, entre otras. Un ejemplo son las quinasas
dependientes de calcio (CDPK) que se fosforilan al momento de entrar en
contacto con concentraciones de calcio que estan presentes en estres
abiotico, incluido el frio (Yuan et al., 2018). Estas CDPK activan varias
proteinas reguladoras, incluyendo factores de transcripcion, acumulacion de
metabolitos relacionados a estrés, cambios en flujos de iones a través de
membranas y procesos que influyen en el desarrollo del individuo. Por lo
tanto, las cascadas de sefializacion provenientes de la activacion por Ca?
para diversas proteinas, finalmente generan cambios en la regulacién de la
expresion génica de chaperonas, proteinas anticongelantes, proteinas
transportadoras, fitohormonas, entre otros (Yadav, 2010). Adicionalmente
se ha observado que la cuticula cumple un rol importante, debido a que se
ha evidenciado que diversos genes asociados a esta compleja estructura
responde bajo esta condiciéon de frio (Borisjuk et al., 2014; Wang et al.,
2011) incluyendo en el género Eucalyptus (Keller et al., 2013; Navarro et

al., 2011). Sin embargo, aun no esté clara la funcion especifica que podria
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cumplir y los genes asociados a la ruta de sintesis en condiciones de estres
por frio. Por ello, varios estudios han demostrado que proteinas, enzimas,
factores de transcripcion, entre otros que participan en la ruta metabdlica de
la sintesis de cuticula juegan un rol importante en la modificacién quimica
de ésta en respuesta a tratamientos al frio. Algunos ejemplos publicados por
Yangyang et al., (2016) dan cuenta sobre factores de transcripcion SHN1 y
SHNO9 que regulan la expresion de varios genes de sintesis de cutina y cera
cuticular. También el trabajo realizado por Amid et al., (2012) donde una
mutacion knockout en Acetil-CoA carboxilasa homomérica produce
diferencias de cuticula inducidas por frio, generando cambios en la

acumulacion de componentes cuticulares.

En especies de interés comercial también se han realizado estudios sobre la
composicion cuticular, en particular en especies de E. globulus, E. nitens e
hibrido a través espectroscopia infrarroja (FT-IR) con la finalidad de
determinar la composicion quimica de la cuticula en condiciones control y
tratamiento al frio (Arias, 2016), donde se pudo concluir que existe un
cambio en la composicion quimica de la cuticula de lamina foliar de
eucalipto, cuando las plantas son comparadas entre la condiciéon control
(NA) y aclimatado despues de helada (ADH). Las hojas de E. nitens e
hibrido tolerante, presentaron cambios diferenciados en el contenido de
cadenas alifaticas en respuesta a la aclimatacion a la baja temperatura,
comparado con E. globulus e hibrido sensible, que presentaron en su

mayoria proteinas y carbohidratos (tabla 1).
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Tabla 1.Composicion quimica de cuticula por FT-IR entre especies de
E. globulus, E. nitens e hibrido en condicién control (NA) y aclimatado
después de helada (ADH). Genotipo G1 (E. globulus), G2 (E. nitens), G4

(hibrido sensible E. nitens x E. globulus), G6 (hibrido tolerante E. nitens x

E. globulus). Extraido de Arias (2016).

NA ADH
v(CO)
Gl 1032| v(CC) Polisacaridos -
E.globulus v(CCO)
v(CO) 2912 v4(CHy | Cadenas
G2 1032 | v(CC) Polisacaridos 2848 vs(CH2) | Aliféaticas
E. nitens v(CCO) 1732 v(C=0) Esteres
~3400 OH |Polisacaridos
1736 v(C=0) Esteres
1688 Amidal| Proteinas
G4 - 1172  v(COC) Esteres
hibrido 2916 Vv,(CH2)| Cadenas
Alifaticas
G6 V,(CH2)| Cadenas
hibrido
tolerante -- Vs(CH2) | Aliféticas

-- No se encontraron bandas
diferenciales

Por lo tanto, a raiz de los trabajos publicados sobre los cambios que existen
al modificar la expresion de factores de transcripcién, enzimas,
transportadores, entre otros, que participan en la ruta metabolica de sintesis
cuticular y respaldado por el trabajo realizado por Arias (2016) en

respuesta a tratamientos al frio en Eucalyptus spp sobre composicion
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quimica de la cuticula a través de FT-IR, se plantea la siguiente pregunta de
investigacion: (Existen variaciones en la abundancia de transcritos
asociados al proceso de sintesis cuticular en tratamientos de congelacion
entre especies de FEucalyptus spp que podrian modificar cambios en la

composicion quimica de la cuticula?
Biosintesis de la cuticula

La cuticula de las plantas es un poliéster hidrofobico que se situa
principalmente hacia la pared externa de las células epidérmicas con una
distribucion heterogénea a lo largo de toda la planta. (Buda ef al.,, 2009;
Guzman et al., 2014; Heredia-Guerrero et al., 2014). Dentro de la cual,
tiene varias funciones criticas, que incluyen en la regulacion de la cantidad
de agua, evitar la infeccion de patogenos, diferenciaciéon de oOrganos,
proteccion UV, estrés por frio, entre otros (Borisjuk et al., 2014; Bourgault
et al., 2020; Guzman et al., 2014; He et al., 2018; Heredia-Guerrero et al.,
2014; Zhang et al., 2019).

La cuticula estd compuesta principalmente por cutina y por ceras
cuticulares. Por una parte, la cutina es un biopolimero de acidos grasos
hidroxilados de C;5 0 C;g insoluble y moléculas de glicerol entrecruzados
por enlaces covalente (Borisjuk et al., 2014; Heredia-Guerrero et al., 2014).
La segunda fraccion, corresponde a ceras cuticulares que estan compuestas
de acidos grasos saturados de cadena muy larga (VLCFA) de C,y a Cj4
incluidos alcoholes, aldehidos, alcanos, ésteres, cetonas (Bourdenx et al.,

2011; Guzman et al., 2014; He et al., 2018, Trivedi et al, 2019) y en
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algunas especies, varios metabolitos secundarios lipéfilos, como

triterpenoides, flavonoides y tocoferoles (Yeats et al., 2013).

La cutina y ceras cuticulares utilizan acidos grasos de C¢ y C;g producidos
por sintesis de novo en plastidos utilizando acil-coenzima A (CoA) como
precursor para la sintesis de monomeros de cutina y componentes de la cera
llevados a cabo en el reticulo endoplasmdtico (RE). En Arabidopsis
thaliana la sintesis de cutina proviene de acidos grasos de Cis y Cig se
activan en forma de acil-CoA por dos acil-CoA aciltransferasas de cadena
larga presentes en RE, LACS1 y LACS2 (Fig. 1). Luego la oxidacion de las
cadenas de acilo son catalizadas por varias enzimas del citocromo P450
(subfamilia CYP en Arabidopsis). Ademas se ha establecido que la
construccion basica del polimero de cutina es a través de 2MAG sn-2
mono(oxigenado) acil-glicerol, llevado a cabo con ayuda de la enzima
GPAT (glycerol-3-phosphate: acyl-CoA acyltransferases) (Borisjuk et al.,
2014; Joubes and Domergue, 2018; Suh et al, 2005). En cuanto a la
polimerizacién de cutina se ha demostrado que tiene lugar dentro de la
pared celular, donde la enzima cutina sintasa es la encargada de generar
oligobmeros lineales y afadir moléculas de glicerol entrecruzados por
enlaces covalentes (Fig. 1), no obstante se sugiere que existen otras enzimas

responsables de la ramificacion (Joubes and Domergue, 2018).

La sintesis de cera cuticular se encuentra mucho mas documentada, la cual
comienza cuando los precursores aumentan su cadena principal entre C, -

Cs4 (VLCFA) en el RE por el complejo de elongacion de acidos grasos
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(FAE), donde participan cuatro principales enzimas CER10, KCR, PAS2 y
ECR, que generan la elongacion C,, a Cs4 (figura 1), en conjunto con la
enzima [-cetoacil-CoA sintasa (KCS) como enzimas limitante de la
velocidad del complejo. Ademas proteinas como CER2, WSDI1, FAR3
también forman parte de la elongacion y sintesis de ceras, alcoholes,
aldehidos, entre otros (Bourdenx et al., 2011; He et al., 2018; Joubés and
Domergue, 2018; Zhang et al, 2019). Posteriormente los VLCFA
resultantes, pueden entrar a cualquiera de las dos vias localizadas en el RE:
una via de reduccion de acilo, responsable de la produccién de alcoholes
primarios y €steres de cera o una via de formacion/descarbonilacion de
alcanos, que produce alcanos, aldehido, cetonas y alcoholes secundarios
(Joubes and Domergue, 2018; Trivedi ef al., 2019). Luego de la sintesis, los
lipidos cuticulares proceden a transportarse desde el RE a la membrana
plasmatica a través de tres rutas posibles: transporte vesicular, trafico a
través de proteinas transportadoras (familia ABCG principalmente) y
transferencia directa a través de uniones de membrana. Adicionalmente se
ha sugerido que las proteinas de transferencia de lipidos (LTP) estdn
involucradas en el transporte de lipidos cuticulares desde la membrana

plasmatica a través de la pared celular (Singh et al.,2018).
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Figura 1: Biosintesis de cutina y ceras cuticulares presentes en células
epidérmicas. En su conjunto inician desde la produccion de acidos grasos
C16/C18 que posteriormente ingresan a diferentes rutas para generar
cetonas, alcoholes secundarios, aldehidos, alcoholes primarios, ésteres y
cutina, exportados al medio extracelular por proteinas transportadoras.
Extraido de (Yeats et al., 2013).
Por lo tanto, el proceso metabodlico de la sintesis cuticular involucra una
gran cantidad de genes que pueden influir tanto en la composicion cuticular
como en la regulacion de la sintesis de la cuticula, lo que permite enfrentar
ambientes adversos y/o bioticos, regulados por factores de transcripcion,
transportadores y enzimas. Es asi, como se ha propuesto que existen mas de

190 genes asociados a la ruta metabolica de la sintesis de cuticula (Borisjuk

etal., 2014).
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I1I. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

A raiz del conocimiento del cambio de la composicion quimica de la
cuticula en FEucalyptus sp. basado en andlisis FT-IR (Arias 2016), el
presente trabajo de investigacion propone estudiar la expresion de genes
implicados en la regulacion cuticular, analizando los cambios a nivel
transcriptomico global bajo estrés por baja temperatura, utilizando métodos
computacionales para el analisis de novo de datos RNA-seq de genotipos
sensibles a bajas temperatura (E. globulus) y tolerantes (E. nitens e hibrido
E. nitens x E. globulus). Por lo tanto, en base a esto se propone la siguiente

hipdtesis de trabajo:

2.1 Hipotesis

Existen diferencias significativas en la abundancia de transcritos implicados
en la sintesis de cuticula en respuesta a tratamientos de congelacion entre
individuo sensible (E. globulus) y tolerantes (E. nitens € hibrido E. nitens x

E. globulus).
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2.2 Objetivo general

Comparar el perfil transcripcional de tejido foliar relacionado a biosintesis
de cuticula en E. globulus, E. nitens ¢ hibrido en respuesta a estrés por

congelacion.

2.3 Objetivos especificos:

1. Elaborar perfiles transcriptomicos a partir de datos RNA-Seq de

Eucalyptus spp.

2. Evaluar la expresion in silico de los genes que participan en la sintesis de
cuticula 'y comparar entre E. globulus, E. nitens e hibrido en tratamientos de

aclimatacion a temperaturas congelantes.

3. Generar una red de regulacidon génica de sintesis cuticular en E. globulus,

E. nitens e hibrido.

4- Validar mediante qPCR la expresion de al menos 8 genes que presenten
diferencias significativas entre plantas de Eucalyptus spp en respuesta a

tratamientos de congelacion.
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III. METODOLOGIA

3.1 Material vegetal y datos RNAseq.

Los datos con que se inicia este trabajo, se obtuvieron en el laboratorio de
Genomica Forestal del Centro de Biotecnologia de la Universidad de
Concepcion, donde se realizo un ensayo bajo condiciones de estrés al
someter a plantas a bajas temperaturas reportado por Solis et al., (2019)
simulado a través de las variaciones del tiempo en el cual las plantas se
exponen en el terreno (figura 2), para las especies de E. globulus, E. nitens e
hibrido. Para validacién mediante qRT-PCR se utilizaron muestras de E.
nitens correspondientes a una familia de medios hermanos (Gaete-Loyola et
al.,, 2017), para E. globulus (Fernandez et al., 2012) y E. nitens x E.
globulus (FONDECYT 11121559) se utilizé un genotipo de cada especie.

Se colectaron plantas en condicion aclimatado después de helada (ADH),
aclimatado antes de la helada (AAH) y no aclimatado (NA). Las plantas se
sometieron a un tratamiento de aclimatacién a baja temperatura, la primera
parte del perfil de aclimatacion, correspondio a la condicion de NA, que
consistié en una duracion de 14 horas al dia con una temperatura de 20 °C
dia/12 °C noche durante 10 dias, siendo el primer punto de muestro al
termino del dia 10 correspondientes a 3 plantas por especie. Posteriormente
para la tolerancia al congelamiento, las plantas fueron expuestas a
fotoperiodos mas cortos y temperaturas mas bajas, (simulando lo que ocurre
en otofio) esta etapa corresponde a aclimatacion antes de helada (AAH),

realizado por un periodo de 7 dias a 8 °C dia/4 °C noche, siendo el segundo
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punto de muestro al termino del dia 17 correspondientes a 3 plantas por
especie. Luego para conseguir la aclimatacion a temperatura congelante, las
plantas se expusieron a heladas nocturnas (simulacion invierno),
tratamiento denominado ADH consistente en 4 dias, a 8 °C dia/4 °C noche,
en cada dia se simularon heladas nocturnas hasta -2 °C y luego se retorné a
temperatura 8 °C dia/4 °C noche. Al dia siguiente de la ultima helada se
realiz6 el ultimo punto de muestreo a 3 plantas por especie. Todo el
material vegetal fue entregado por Forestal Mininco S.A., las que
corresponden a rametos enraizados de 6 meses de edad, un largo
aproximado de 35 cm con al menos 8 hojas expandidas, las que
posteriormente se llevaron a camaras de crecimiento con control de
temperatura y fotoperiodo (Fernandez et al. 2015). Ademas se realizaron
mediciones de LT50 para el aseguramiento de las condiciones de
aclimatacion y un ensayo de supervivencia de las plantas en el ensayo
(Anexo 1y 2).

Las extracciones de ARN y sintesis de cDNA se realizaron segun el
protocolo indicado en Gaete-Loyola et al., (2017). Posterior al ensayo de
aclimatacion a bajas temperaturas, se realizé la secuenciacion masiva para
E. globulus e hibrido con Illumina y para E. nitens con lon Torrent,
obteniendo millones de lecturas single-end con 3 réplicas bioldgicas para

cada condicién (NA, CAAF, CABF) y para cada especie en estudio.
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Figura 2: Perfil de aclimatacion utilizado en ensayo de estrés por bajas
temperaturas. NA (no aclimatado), AAH (aclimatado antes de helada) y
ADH (aclimatado después de helada). DA (Desaclimatado) no se considero
para este proyecto. Las temperaturas -6,-8 y -10°C fueron aplicadas al final
del tratamiento, correspondientes a ensayos de dafio y supervivencia (anexo
1y 2) (Modificado de Fernandez et al ., 2010).

3.2 Control de calidad, ensamble de novo y anotacion de transcriptomas

Los datos RNA-seq de las muestras secuenciadas se pre-procesaron, donde
se evalud la calidad de las lecturas a través de FastQC version 0.11.8

(disponible en http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc) y

se hizo el trimming con Cutadapt version 2.3 (Martin, 2011), para eliminar

restos de partidores y reads de baja calidad (Q < 30). Luego se realizo el
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ensamble de novo de E. globulus, E. nitens e hibrido con Trinity-v2.6.6
donde se vario la longitud k-mer 25 y k-mer 32. Luego se aplicO una
disminucion de los contigs ensamblados por similitud de un 98% con CD-
HIT-EST version 4.8.1 (disponible en http://weizhongli-lab.org/cd-hit/)

para las especies de E. globulus e hibrido. Finalmente para determinar los

mejores ensambles, se consideraron parametros de longitud media de
contigs, numero de contigs, namero total de bases ensambladas y N50 de

los ensambles.

Para la anotacion de los transcriptomas, primero se llevé a cabo un mapping
con GMAP (Wu & Watanable, 2005) entre el transcriptoma ensamblado y

el genoma de E. grandis como referencia v2.0 (JGI Phytozome website

https://phytozome-next.jgi.doe.gov/), donde posteriormente se descargo
desde la base de datos de Phytozome el archivo genoma exones de E.
grandis gff3 que contiene el formato de coordenadas de los genes para
posteriormente enlazarlos con featureCounts 1.6.4. (Liao et al., 2014) que
entrega las ubicaciones cromosomicas de los genes para poder realizar la
anotacion guiado por genoma de E.grandis, todo esto se llevo a cabo para

las tres plantas en estudio.
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3.3 Analisis de expresion diferencial.

Luego de obtener los ensambles se procediéo a mapear las bibliotecas
procesadas de las 3 condiciones de E. globulus, E. nitens hibrido y (AAH,
ADH y NA). Se utilizé como referencia el transcriptoma ensamblado para
las tres especies en estudio, para mapear con Bowtie2 version 2.3.4.3
(Anexo 3) (Langmead and Salzberg, 2012) con el parametro very sensitive y
método single-end para cada biblioteca, con una salida en formato SAM,
para luego hacer el procesamiento de transformar a binario (BAM),
remover las lecturas que no mapearon y generar la tabla de conteo a traves
de Samtools 1.9.

Para estimar la expresion génica, primero se utilizo el archivo de conteos
proveniente de featureCounts, el cual contiene la anotacion guiado por
mapeo con E. nitens. Luego de esto, se sumaron los valores de conteo de
reads, correspondientes a los contig anotados para un mismo gen de
referencia. Posteriormente, en el analisis de expresion diferencial se
ejecutaron dos software para E.globulus, E. nitens e hibrido siendo edgeR
(Robinson et al., 2010) y DESeqg2 (Love et al., 2014), ambos utilizados de
bioconductor/R  Project  (https://www.r-project.org/) para las tres
condiciones, donde se realizan las siguientes comparaciones: NA-AAH,
NA-ADH, y AAH-ADH. En las 3 comparaciones se filtraron los count por
millén menores o igual a 5, debido a que desde un punto de vista bioldgico,
un gen debe expresarse en un nivel minimo antes de que sea probable su
traduccion a una proteina y desde un punto de vista estadistico, es muy poco
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probable que los genes con recuentos bajos se evallen como expresados
diferencialmente  significativos, ya que no hay evidencia estadistica
confiable (Yunshun et al., 2016). Luego se normalizaron los datos y se
realizd un analisis de componentes principales (PCA) para ver la
distribucion de las muestras y eliminar aquellas que tienen una varianza
estadisticamente distinta a las de su mismo grupo. En el caso de E. nitens se
considerd utilizar NOISeqBIO, debido a que se eliminaron algunas réplicas
bioldgicas desde el PCA, ya que sélo teniamos 2 réplicas, por la similitud
entre varianzas y las condiciones de estudio para el posterior analisis de
expresion diferencial. Posterior a los analisis se obtiene el output con
parametros de filtros de p-value y FDR < 0.05, similares a los de Podpecan
et al.,, (2011) y en el trabajo realizado por Gasparini et al., (2014).
Finalmente se obtienen los resultados en un archivo texto ordenado por p-

value.

3.4 Identificacion de genes cuticulares

Se realizd una busqueda en literatura de los genes que participan en la
biosintesis de cuticula, en conjunto con bases de datos como ruta
metabolica de lipidos de Arabidopsis thaliana
(http://aralip.plantbiology.msu.edu) y la base de datos KEGG en el
metabolismo de lipidos especifico para biosintesis de cutina y ceras
cuticulares (https://www.kegg.jp). A raiz de esto, se obtuvieron todos los
genes involucrados en la sintesis de cuticula principalmente proveniente de

A.thaliana. Ademas se realizé una blsqueda de todos los genes presente en
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la red reguladora AtRegNet presente en Agris (https://agris-

knowledgebase.org) con la finalidad de obtener todas las interacciones

presentes en A.thaliana asociados a la sintesis de cuticula.

3.5 Gene Ontology

Para el anéalisis de ontologia génica (GO) se utilizé el paquete de R
clusterprofile (Yu G et al., 2012), donde se realizd el analisis de
sobrerepresentacion de los GO en proceso biolégico (BP). Para ello, se
ingresaron 188 genes de la ruta de sintesis cuticular. Para la visualizacion se
utilizo un gréafico de puntos donde muestra el nimero de genes asociados a
la caracteristica GO a través del tamafio de cada punto. Esto asociado al
valor GeneRatio que entrega el recuento de genes asociados a una

caracteristica GO comparada con la lista completa de genes (background).
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3.6 Evaluar interaccion proteina - proteina

Desde los genes que participan en la sintesis de cuticula y que se encuentran
diferencialmente expresados en las tres especies, se ingresaron a STRING
para evaluar la interaccion con otras proteinas que puedan regular esta ruta
metabdlica. Ademas, se seleccionaron las proteinas que tuvieron una
estrecha relacion entre ellas (principalmente por co-expresion y datos
experimentales) y se realizd la busqueda en el perfil transcriptomico para
determinar si estas proteinas cambian sus niveles de expresion en los
distintos tratamientos y de esta manera relacionarlo con los genes que

participan en la sintesis de cuticula en tejido foliar de especies en estudio.

3.7 Identificacion de factores de transcripcion

Se utilizo la base de datos de Agris proveniente de A.thaliana, en la cual se
encuentran todos los factores de transcripcion (FT) reportados para esta
especie, donde se combino esta base de datos y los resultados obtenidos de
los genes que participan en la sintesis de cuticula expresados
diferencialmente. Posteriormente, se seleccionaron todos los match de FT
para los genes en estudio y se realizd la busqueda en el perfil
transcriptomico, para evaluar si estos FT presentan cambios en sus niveles

de expresion en los diferentes tratamientos.
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3.8 Seleccion de genes cuticulares

Posterior al andlisis de expresion digital en las diferentes condiciones en
Eucalyptus spp, se procedido a seleccionar los genes para validacion
mediante qPCR, para ello se debié cumplir con el siguiente criterio. Los
genes provenientes del andlisis de expresion diferencial deben ser
contrastantes en sus niveles de expresion en la especie E. nitens y E.
globulus, debido a que se espera que tengan una respuesta diferente en
condiciones de frio. Para ello, se realizé un heatmap para visualizar los
niveles de expresion de los genes de sintesis de cuticula en las especies en
estudio (Anexo 9). Posteriormente, se seleccionaron 6 genes provenientes
de la sintesis de cuticula, un gen proveniente de interaccion proteina-
proteina y un factor de transcripcion que participa en la red de regulacion de
cuticula. Finalmente se corroboraron los dominios funcionales con sus
homologos anotados en A. thaliana, en la cual se tomaron los contigs
reportados para cada proteina en cada genotipo, alineando y generando el
ensamble con Geneious. Posteriormente se ensamblaron contigs asociados a
genes candidatos y se utiliz6 HMMscan para la prediccion de dominios
funcionales de las proteinas en estudio, con base de datos Pfam 35.0 (Anexo
4y5).
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3.9 Validacion de genes diferencialmente expresados por qPCR.

Se realiz6 qPCR para validar la expresion de genes cuticulares, que
corresponden a ocho genes, de los cuales dos provienen de interaccion
proteina-proteina 'y dos factores de transcripcion. Los genes se
seleccionaron segun su nivel de expresion y diferenciacion entre los
genotipos. Se evalud la comparacion NA y CAAF, se utilizaron muestras de
ADNCc que se encuentran disponibles de E. nitens, E. globulus e hibrido.
Los partidores se disefiaron mediante Primer 3 (Untergasser et al., 2012) y
se evalu6 eficiencia considerando un rango entre 90% y 110%. Cada
reaccion de qPCR contenia 3 pL de ADNc, 4 uL de SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems) y 0,6 uM de cada partidor especifico,
obteniendo un volumen final de 20 uL. Se utiliz6 un genotipo por especie
(familia en el caso de E. nitens), tres réplicas biologicas con tres réplicas
técnicas respectivamente. Se utilizaron housekeepings correspondientes a
los genes EFla y UBC9 para E. globulus junto con GADPH y EiF4a para
E. nitens e hibrido segin lo descrito por (Fernandez et al., 2012) para la
condicion de estrés por frio. Posteriormente se realiz6 el andlisis de
expresion relativa a través del método delta-delta-CT. Se realizé un test de
analisis de varianza ANOVA de dos vias con intervalo de confianza de 95%
(p<0,05) y un test a posteriori de Tukey (least significant difference) para
identificar diferencias significativas entre la expresion de los genes
cuticulares en las condiciones evaluadas Yy Se usd como muestra calibradora

el rameto que tuvo el menor nivel de expresion por cada genotipo.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Pre-procesamiento, ensamble y anotacion de transcriptomas

Nueve librerias de hoja de E. globulus y hibrido se secuenciaron en la
plataforma llumina single end y para el caso de E. nitens a través de la
tecnologia lon-Torrent. Estas librerias corresponden a condiciones de
aclimatado antes de helada (AAH), aclimatado después de helada (ADH) y
no aclimatado (NA) como control.

Posterior al ensamble de los transcriptomas se pueden obtener diferentes
métricas que permiten determinar la calidad de los ensambles, dentro de los
cuales se considero la cantidad de contig y el N50 que son alguno de los
mas relevantes (O’neil & Emrich, 2013). Ademas se observa en la tabla 2
que en el caso de E. globulus el ensamble con kmers 32 fue el que obtuvo
mejores resultados al igual que en hibrido, ya que tuvieron mejores valores
en sus metricas comparandolos con el kmers 25. Ademéas otra métrica
relevante al momento de seleccionar los mejores ensambles fue la anotacion
que se obtuvo con E.grandis v2.0 utilizando como base de datos
Phytozome. De esta manera, se puede tener una estimacion de los genes
anotados en cada genotipo, teniendo como base los 36.349 genes que
presenta E.grandis.

Para el caso de E. nitens, se utilizé el transcriptoma reensamblado por Solis
et al., (2019), ya que se obtuvo un mejor resultado comparandolo con el
kmers 25y 32 (tabla 2).

26
Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcion



Tabla 2: Resumen del ensamble de transcriptomas para E. globulus,
hibrido y E. nitens. Métricas paramétricas de ensambles con Trinity,

utilizando kmers 25 y kmers 32 en los tres genotipos.

i E. nitens
Métricas  hibrido K25 hibrido K32 L~ S/0bulus  E.globulus  E. nifens o W
K25 K32 K32
al.,2019)
Contigs 283.673 148.429 192.990 244011 56.030  1.460.729
Bases
323.122.783 253.466.775 173.319.796 225.320.547 22.800.448 393.636.148
ensambladas
N50 2.462 2.570 1.559 1.571 425 296
Contig 1.165 1254 416 499 215 244
promedio (bp)
Anotacién 19.845 22.725 21.539 25.969 ; 34213
Phytozome

Para el analisis de expresion diferencial se realizd inicialmente un mapping
con bowtie2 entre las librerias de cada genotipo con los respectivos
transcriptomas, los cuales corresponden a un promedio de 96,5% para E.
globulus, un 89,7% para hibrido y un 51,2% para E. nitens (anexo 3).
Siendo este ultimo el que obtuvo un menor porcentaje de mapeo. Esto
podria deberse principalmente a la tecnologia de secuenciacién lon-torrent
con la cual se obtuvo este transcriptoma, ya que genera millones de lecturas
demasiado cortas e irregulares de alta calidad (<100 pb), ademas de errores
asociados con homopolimeros (regiones de ADN con 6 0 mas nucleétidos
idénticos consecutivos) (Loman et al.,, 2012; Rodriguez-Santiago &
Armengol 2012). Por ende, se refleja principalmente en la baja calidad de
las lecturas y en consecuencia en un ensamble de baja calidad. No asi en el

caso de los otros dos genotipos que se secuenciaron con tecnologia Ilumina,
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lo cual aporta una mayor precision y menor tasa de error en su

secuenciacion.

Paralelamente, la anotacion guiado por mapeo utilizando GMAP para los
tres transcriptomas y E. grandis mostraron que en E. globulus se anotaron
20.477 (99,08%), en hibrido 20.483 (99,9%) y E. nitens 23.680 unigenes
(98,61%) (Fig. 4a). Por lo tanto, se comprende que existe una amplia
cobertura entre los transcriptomas ensamblados y el genoma referencia de
E. nitens y en consecuencia, se pudieron anotar la gran mayoria de los

contigs ensamblados.

4.2 Expresion diferencial de transcriptomas Eucalyptus spp.

Para todos los andlisis de expresion diferencial se realizaron de manera
preliminar filtros de conteos por millon menores o igual a 5, luego se
normalizaron y se observaron mediante PCA las distribuciones de las
muestras de cada libreria en sus respectivas dimensiones. En el caso de E.
nitens éste presentod en una de sus réplicas (NA1) una asociacién similar a la
del grupo CAAF (Fig. 3a), por lo tanto, esto demostré que esta libreria no
poseia atribuciones para diferenciarlas (similitud de varianzas en la primera
dimension del PCA) con respecto a la otra condicion ambiental (CAAF). Es
por ello, que la réplica NA1 fue excluida de E. nitens, donde finalmente
solo se trabajo con 2 réplicas NA2 y NA3 (Fig 3b). Ademas un caso similar
ocurrio en el PCA de CAAF y CABF (Fig. 3c), donde en una de sus
réplicas de esta Gltima condicion no pudo diferenciarse de CAAF, esto
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debido a las similitudes de las varianzas y por lo tanto, no demostro
diferencias entre estas dos condiciones. De este modo, al igual que en el
caso anterior se elimino la réplica CABF1 (Fig.3d). Por lo tanto, al tener un
nuevo escenario de datos transcriptdmicos para analisis de expresion, se
optd por utilizar NOISegBIO permitiendo asi trabajar de mejor manera

cuando se tienen pocas réplicas para el analisis de expresion.
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Figura 3: Andlisis de componentes principales (PCA) de librerias E.
nitens los cuales representan la eliminacion de réplicas en 3,B y 3,D para la

condicion NA y CABF respectivamente.

Preliminarmente se obtuvieron todos los genes expresados diferencialmente
del perfil transcriptémico de los genotipos en estudio. Se observa que en la
tabla 3 existen diferencias en la cantidad de genes expresados
diferencialmente tanto por condicién como por genotipo para las distintas
herramientas utilizadas en los analisis (Deseq2, edgeR y NOISegBI0O). Sin
embargo, los anélisis de correlacién de Spearman demuestran que existen
pequefias diferencias en las comparaciones de logFC entre los genes
utilizando los distintos tipos de software. Por ejemplo, en el caso del
genotipo hibrido la correlacién es de un 92% entre todas las condiciones
usando DEseq2 y edgeR, al igual que en E. globulus donde existe un 85%
entre todas las condiciones y para E. nitens se obtuvo un 97% de
correlacion entre los logFC de DEseqg2, EdgeR y NOISegBIO. Este ultimo
valor mas alto se debe principalmente al menor numero de genes

expresados diferencialmente al momento de la comparacion.
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EdgeR

DESeq2

NOISeqBIO

Tabla 3: Andlisis comparativo de expresion diferencial entre EdgeR,

DESeg2 y NOISegBIO en los 3 genotipos en estudio.

DE: Diferencialmente expresados

4.3 ldentificacion de genes cuticulares

Luego de obtener los genes expresados diferencialmente por los distintos
programas en los 3 genotipos en estudio, se realizaron los anélisis de la ruta
metabdlica de sintesis cuticular. Para ello, se tomaron estos genes
reportados en literatura, algunos de ellos descritos por Camoirano et al.,
(2020); Tafolla-Arellano et al., (2017); Zsolt et al., (2013); Sylvain el at.,
(2015); Ma Xiaowen et al., (2015); la base de datos KEGG especificamente
en la ruta de sintesis de lipidos (Kanehisa et al., 2021; la base de datos plant
metabolic network (Hawkins et al., 2021) (PMN) y la ruta metabodlica de
lipidos de A. thaliana (Li-Beisson et al., 2013). Se obtuvieron 382 unigenes
con codigo de A. thaliana reportados por las bases de datos y literatura, los

cuales corresponden a 470 genes con codigo E. grandis, lo que evidencia
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Hibido E. globulus E. nitens
Genes anotados: 20.483 Genes anotados: 20.477 Genes anotados: 23.680
DE Sobreexp. Infraexp. DE Sobreexp. Infraexp. DE Sobreexp. Infraexp.

NA-CAAF 6.275 2.905 3.370 5.666 2.810 2.856 205 110 95

NA-CABF 4.495 2.259 2.236 4912 2.575 2.337 223 134 89
CABF-CAAF 1.220 463 757 4.062 227 1.791 126 73 53

NA-CAAF 10.408 5.091 5.317 7.981 3.842 4.139 111 49 62

NA-CABF 7.650 3.592 4.058 6.354 2.957 3.397 84 49 35
CABF-CAAF 3.011 1.487 1.524 5911 3.131 2.780 59 31 28

NA-CAAF - - - - - - 1708 738 970

NA-CABF - - - - - - 2401 1235 1166
CABF-CAAF - - - - - - 886 278 608




que existe mas de un gen de Eucalyptus para un mismo gen de A. thaliana.
Posteriormente al llevar a cabo la anotacion de los tres transcriptomas, se
obtuvieron 291 unigenes para hibrido, 279 genes para E. globulus y 316

genes para E. nitens que participan en la ruta de biosintesis de cuticula.

Al momento de realizar el andlisis de expresion y comparar esta lista de
genes cuticulares, se obtuvieron 160, 215 y 70 unigenes expresados
diferencialmente en hibrido, E. globulus y E.nitens respectivamente (figura
4B), relacionados con la ruta metabolica de sintesis cuticular en tejido
foliar. Finalmente se tomaron como referencia los resultados obtenidos por
(Arias 2006) donde se demostro que plantas de Eucalyptus spp. expuestas a
tratamiento de aclimatacion después de helada (ADH) sufrieron cambios en
la composicion quimica de la cuticula por medio de la herramienta FT-IR
en especies de E. nitens e hibrido. No asi en E.globulus donde no se
mostraron cambios significativos. Por lo tanto, a raiz de esto suponemos
que al haber un cambio en la composicion de cuticula podria también haber
un cambio en la concentracion de transcritos de proteinas reflejados en los
distintos perfiles de expresion para los 3 genotipos en estudio. De esta
manera, nos enfocamos en la condicibn ADH para dar mayor énfasis a
proteinas que se expresan en el genotipo hibrido y E. nitens diferentes a las

encontradas con E. globulus.
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Figura 4: Diagrama de Venn entre los tres transcriptomas de
Eucalyptus spps. a) Corresponde a la anotacion guiada por mapeo contra E.
grandis. En E. globulus se anotaron 20.477 (99,08%), en hibrido 20.483
(99,9%) y E. nitens 23.680 unigenes (98,61%). b) Diagrama de Venn de
genes expresados diferencialmente en la ruta metabdlica de la sintesis
cuticular anotados en base a la anotacion e genoma de E. grandis en los tres
transcriptomas en estudio. Los cuales, en hibrido se obtuvieron 160, en E.
globulus 215 y en E. nitens 70 genes unicos. Resultados que corresponden a
los realizados por DESeq2, EdgeR y NOISegBIO, este ultimo para E.

nitens.

4.4 Validacion por gPCR de genes expresados diferencialmente en

Eucalyptus spp

Con la finalidad de relacionar los analisis obtenidos por Arias en (2016) con
nuestros resultados de andlisis de expresion de los tres transcriptomas,
optamos por enfocarnos en la condicién ADH, la cual presentd mayores
cambios en la composicion quimica de la cuticula. Por lo tanto, a raiz de
esto realizamos un heatmap de todos los genes expresadas diferencialmente
que participan en la ruta metabdlica de la cuticula (Anexo 9), donde se
ingresaron un total de 188 genes unicos con variaciones entre logFC -5,6
hasta 8,6 a lo largo de los tres transcriptomas. A raiz de este resultado se
facilité la busqueda de genes candidatos para validacion por qPCR, debido
a que fue posible observar genes contrastantes entre E. globulus versus E.
nitens e hibrido.
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Al momento de obtener los resultados de heatmap, elegimos un total de 8
proteinas para validacion por gPCR de las cuales 6 corresponden a genes
que participan directamente en la ruta metabolica de cuticula, un gen que
actla en interaccion proteina-proteina con genes cuticulares y un gen
asociado a factores de transcripcion que participan directamente en esta

sintesis cuticular.
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globulus, E. nitens y un hibrido (E. nitens x E.globulus). Se evaluaron dos

Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcion

36



condiciones: control y aclimatado después de helada (NA-CAAF). (A) 4CCL9. (B)
ADH2. (C) ECHI. (D) HHTI. (E) CER1. (F) WIN1/SHNI1. (G) GL3/bHLH1/MYCeé.
(H) CCoAOMT1.

La proteina Eucgr.B00137/AT5G63380 (4CLL9) corresponde a una de las
proteinas de la familia 4-cumarato CoA ligasa (4CL), la cual se caracteriza
por ser una enzima clave en la regulacion de la ruta de los fenilpropanoides.
Sin embargo en base a estudios in vitro (Kienow et al., 2008) y filogenético
(Vries et al., 2021), se ha podido determinar que 4-cumarato-CoA ligasa-
like 9 (4CLL9) tiene la capacidad catalitica para activar precursores
biosintéticos de la fitohormona acido jasmonico (JA), donde se demostro
que tiene una alta actividad con &cidos grasos de cadena larga y acido 12-
oxo-fitodienoico (OPDA), siendo este ultimo con el que presenta mayor
afinidad. Ademas se determind que esta localizada en los peroxisomas, es
decir el organelo responsable de la [-oxidacion de &cidos grasos y pasos
principales de biosintesis de JA (Kienow et al., 2008; Schneider et al.,
2005). Al igual que en el estudio publicado por Shockey & Browe (2011),
en ensayos de proteinas recombinantes purificadas para 4CCL9, se
demostré alta actividad con sustratos de acidos grasos de cadena media y
larga. En cuanto al funcionamiento del precursor OPDA bajo estrés por
congelamiento, se ha observado que aumenta los niveles de JA, los que a su
vez regulan la via del factor de unién de repeticion C (CBF). Ademas, se ha
demostrado que los JA contrarrestan el estrés por frio al inducir enzimas
que previenen las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Guan et al., 2019;
Sharma & Laxmi, 2016). Por lo tanto, en base a nuestros resultados tanto de
gPCR (Fig.5) y de expresion diferencial mostramos que en los tres
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genotipos existe una disminucion entre el control y la condicion ADH.
Tanto en E. globulus como en hibrido no existen diferencias significativas
por condicion ni por genotipos. Sin embargo, en el caso de E.nitens si
existen diferencias estadisticas en los niveles de transcritos tanto por
condicién como la comparacion entre genotipos, mostrando una diferencia
que podria deberse a la tolerancia al frio que esta especie presenta. Por lo
tanto, creemos que 4CCL9 podria estar cumpliendo un rol diferente a lo
mostrado por literatura, ya que aun no se ha caracterizado por completo su
funcion y no se han evaluado sus niveles de transcritos en estrés por frio. En
consecuencia, en base a nuestros resultados en E. nitens, esta enzima podria
cumplir un rol opuesto, es decir, el silenciamiento en sus niveles de
expresion podria contribuir a la respuesta a estrés por frio en este genotipo.

Finalmente es necesario realizar otros analisis para poder determinar la
funcion de 4CCL9 dentro del estrés por frio, ya que como se menciono esta

proteina no se ha podido clusterizar dentro de la familia 4CL.

La proteina Eucgr.B00037/AT1G22440 corresponde a wuna alcohol
dehydrogenase-like 2 (ADH2), la cual aun no se tiene claridad de la funcion
que cumple en especies vegetales, debido que hasta el momento so6lo se ha
asociado generalmente esta familia de proteinas al estrés por déficit hidrico,
donde curiosamente ADH2 no ha presentado diferencias significativas en
los niveles de transcripcion después del tratamiento inducido por
polietilenglicol (PEG) (Myint et al., 2015). Sin embargo ésta proteina
presenta un 87% de conservacion de sus aminoacidos con respecto a la
ADH1 (Dennis et al., 1985), del cual si se tiene mayor informacion y se ha
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establecido que juega un rol importante tanto en el estrés hidrico como en
frio. Se ha reportado que ADH1 esta involucrada directamente en el
crecimiento y respuesta a diferentes tipos de estrés en plantas, donde se
evidencia que la sobreexpresion de esta proteina en A. thaliana mejora
significativamente la respuesta a tolerancia a choques por frio (Haitao-shi et
al., 2017; Lijun & Xiang, 2019). Sin embargo, curiosamente nuestros
resultados tanto de expresion diferencial como respaldo por qPCR en la Fig.
5, indican que esta proteina disminuye significativamente sus niveles de
expresion dentro de su genotipo en la condicion ADH con respecto al
control. Ademas, se observa una disminucion transversal y significativa en
los 3 genotipos en estudio entre control y tratamiento, acentuandose
mayormente en E. nitens.

Estos resultados indicarian respuestas biologicas distintas comparadas con
la literatura asociada al gen en estudio, ya que existe poco conocimiento de
la funcién especifica de esta proteina. Nuestros resultados sugieren que
ADH2 estaria ocupando un rol importante dentro de la célula, ya que
disminuye notablemente sus niveles de expresion en condiciones de frio en
los 3 genotipos, acentuandose mayormente en el genotipo tolerante al estrés
por bajas temperaturas. Por lo tanto, creemos que ADH2 podria estar
silenciandose a través de siRNAs (pequefios ARN de interferencia), donde
puede estar regulando negativamente el gen y que probablemente sea

determinante en la respuesta al estrés por frio (Chinnusamy et al., 2011)

La proteina Eucgr.A00382/AT4G16210 enoil-CoA hidratasa 1 (ECH1), es

una enzima que aun no se tiene con claridad su funcion especifica dentro de
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la célula, donde a través de herramientas bioinformaticas ha sido agrupado
con otras proteinas peroximales de funcion desconocida, debido a que
presenta una secuencia de orientacion peroximal (PTS) (Reumann et al.,
2004). Sin embargo, se ha documentado que podria estar implicado en el
catabolismo de aminodcidos, ubicandose en el peroxisoma y en las
mitocondrias (Hildebrandt et al., 2015). También, recientemente Wengian
et al., (2022) publicaron que esta proteina seria responsable de promover la
elongacion de acidos grasos lineales desde C4 hasta C16 y corroborando su
localizacion en los peroxisomas al tener una secuencia de orientacion
peroximal. Finalmente se ha informado la participacién de esta enzima
directa o indirectamente en la degradacion de acidos grasos de £ oxidacion
y ciclo glioxilato (Moire et al., 2004). Ademéas se ha determinado que
ECHI1 participa directamente en el ciclo de B oxidacion en la degradacion
de acidos grasos insaturados con dobles enlaces cis en conjunto con
enzimas adicionales (Goepfert et al., 2006).

En base a nuestros resultados, demostramos que ECH1 presenta niveles de
ARNmM similares en E. globulus e hibrido. No asi en E. nitens, el cual
exhibe cambios significativos en sus niveles de transcritos, tanto por
genotipo como por condicion, donde existe evidencia de una disminucion
de transcritos en la condicion ADH (Fig.5). Lo que sugiere que ECH1
podria desempefiar un rol importante en especies tolerantes al frio, ya que
modula su expresion con la finalidad de disminuir la degradacion de acidos
grasos insaturados, principalmente para aumentar la barrera extracelular
como cutina y suberina; aumento de reserva de carbono vy
energia; reguladores de sefializacion de estrés; aumento de la fluidez,
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mejorar integridad y funcion de membrana vegetal (Mei & Zheng 2020;
Xunchao et al., 2021).

La proteina Eucgr.J00363/AT5G41040 corresponde a la proteina feruloil-
CoA transferasa (HHT1) requerida para la sintesis de suberina y cutina (Jin-
ying et al., 2009; Zhen et al., 2022). Se ha demostrado que HHT1 es
fundamental para la sintesis de suberina aromatica en Arabidopsis, la cual al
momento de suprimir este gen, reduce significativamente la cantidad de
ferulato en la suberina, que en consecuencia altera la permeabilidad al estrés
salino (Jin-Ying et al., 2009). La supresion de un gen homologo a HHT1 en
Solanum tuberosum, provocd una reduccion tanto del contenido de éster
ferulato como w-hidroxiacido graso en la suberina y cera, lo que en
consecuencia resultd en una piel mas gruesa y mayor pérdida de agua,
sugiriendo que el déficit de compuestos aromaticos de suberina y cera se
relaciona directa o indirectamente con la funcion de los polimeros lipidicos
(Serra et al., 2010). Avila et al., (2018) demostrd que esta proteina se ha
visto infraexpresada en condiciones de estrés por congelamiento en etapas
de recuperacion (24h despues del frio) en plantas de Zea mays. Resultados
que son similares a los mostrados aqui, donde se observa que hay una
tendencia a la disminucion de HHT1 en los 3 genotipos, sin embargo no son
significativos, exceptuando el control de E. nitens comparado con las demas
condiciones. Ademas se puede observar que E. globulus e hibrido tienden a
comportarse muy similar en comparacion a E. nitens. Sin embargo, no se
observan diferencias significativas y, por lo tanto, no se puede establecer

una asociacion con la tolerancia al frio (Fig. 5)
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La proteina Eucgr.D01144/AT1G02205 corresponde a Eceriferum 1
(CER1) que codifica una supuesta aldehido descarboxilasa, encargada de la
conversion de aldehidos a alcanos, lo que ademas lleva a la formacion de
alcoholes secundarios y cetonas (Aarts et al., 1995; Bernard et al.,
2012;Chen et al., 2003). En cuanto a su funcionalidad, se ha visto que al
sobreexpresar CER1 provoca un aumento entre 24 y 32% en el contenido de
cera total, con un mayor aumento en la cantidad de alcanos ( 90% en
promedio) y una mayor resistencia al estrés por sequia. Al contrario, se
muestran los mutantes deficientes de CER1, el cual mostré entre un 44 y
56% menos de contenido de cera en comparacion al control (Rahman et al.,
2021).

Se ha documentado que el estrés por frio reduce significativamente las
cantidades de alcanos de cadena muy larga (VLC) principalmente al
disminuir la expresion de CER1 (Hongqi et al.,2022). Al igual que lo
publicado por Bourderx et al., (2011) donde menciona que la transcripcion
de CERL1 disminuyeron al ser expuestos a tratamientos a temperaturas
congelantes y oscuridad. En otro estudio publicado por Yanmei et al.,
(2020) se mostré que la sobreexpresion de CER1 en Brassica nhapus
provoco un aumento de alcanos (C27, C28, C29 y C31), una disminucion
de alcoholes secundarios (C28 y C29) y cambios en los componentes de la
cera. Finalmente CER1 al ser inducido por estrés por congelamiento
(debajo de los 4°C) aumentdé en un 164% su nivel de expresion en

tratamiento al estrés (Junquing et al., 2019).
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Nuestros resultados demuestran que no existen diferencias significativas por
condicidn, pero si entre genotipos, como en el caso de E. nitens donde se
observa una clara diferencia significativa en la abundancia de transcritos
comparando con los otros genotipos en estudio y muestra cierta tendencia a
aumentar sus niveles entre tratamiento (no significativo). Sin embargo, en
E. globulus e hibrido se observa una tendencia a lo contrario, es decir una
disminucién de los transcritos en condicion ADH (no significativos).
Ademas existe evidencia significativa entre la abundancia de transcritos de
CER1 entre E. nitens y E. globulus en tratamiento de ADH (Fig. 5). Por lo
tanto, es evidente que la expresion y funcion de CERL1 implicado en el
estrés por frio provoca cambios relevantes en la cantidad total de cera
cuticular (alcanos principalmente) y por lo tanto, una respuesta diferencial

en respuesta al estrés al promover cambios en la composicion cuticular.

El factor de transcripcion  WIN1/SHN1 (Wax inducer 1)
Eucgr.C01178/At1G15360, familia de factores de transcripcion AP2/ERF
un activador transcripcional para regular la produccion de ceras cuticulares
y cutina (Guiping et al., 2022; Yang et al., 2011). Yang et al., (2011)
demostro que la induccidn de cera cuticular confirié tolerancia a la sequia,
correlacionandolo con el nimero reducido de estomas al momento de
inducir la expresion del gen WIN1/SHN1. Por otra parte, se ha demostrado
que este factor de transcripcion es inducido fuertemente por diferentes tipos
de estres: hidrico, salino, frio y calor (Sarwar et al., 2020; Djemal et al.,
2015;Djemal et al., 2018; ). En el estrés por frio un homologo en Soya
Glycine max GmWIN1-5 al ser sobreexpresado resultdo en una mejora del

aceite y un alto nivel de fosfolipidos involucrados en la formacion de las
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membranas celulares. Ademas se observa una menor fuga de electrolitos en
comparacion al tipo salvaje bajo estrés por frio (Guiping et al., 2022).
Djemal et al., (2018) demostr6 que bajo estrés por frio y calor, la expresion
de SHNL1 fue fuertemente inducida (12 veces mas), alcanzando su maximo a

las 24h en comparacion al control.

En base a estos estudios, nuestros resultados coinciden en que el factor de
transcripcion WIN1 tiende a sobreexpresarse en condicion ADH en E.
nitens e hibrido (no significativamente). Sin embargo, en E. globulus ocurre
lo contrario, ya que existe una disminuciéon significativa en sus niveles de
transcritos en la condicion ADH. Por lo tanto, estos resultados muestran que
la cantidad de ARNm entre E. globulus y E. nitens son significativamente
opuestos, debido a que en el genotipo susceptible generd una menor
acumulacion de transcritos WIN1 en comparacion al genotipo tolerante a
frio. Seguiamos que WIN1 juega un rol importante mostrado por literatura
como por nuestros resultados de gPCR (Fig. 5) y expresion digital y que
podria relacionarse con cambios en la composicién quimica de la cuticula,
necesarios para conferir mayor tolerancia a temperaturas congelantes.
Ademas en base a literatura, se sugiere que en E. globulus deberia haber
una menor concentracion de fosfolipidos involucrados en la membrana
celular y en consecuencia una mayor fuga de electrolitos que podria generar
un estres oxidativo y estrés hidrico en la célula provocando los efectos de

estos estrés dentro de la célula.
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Eucgr.D01841/AT5G41315 corresponde a un factor de transcripcion glabra
3 (GL3/bHLH1,MYCS6). Esta proteina es miembro de la superfamilia bHLH
(basic helix-loop-helix) y se ha evidenciado que la sobreexpresion de GL3
resulta en la activacion de la biosintesis de antocianinas (Ramsay et al.,
2003; Zimmermann et al., 2004). Resultados similares publicados por
Petridis et al (2016), el cual demostr6 que mutantes deficientes de BEE1 y
GFR, dos proteinas que actuan como regulador negativo de GL3.
Provocaron una disminucion en la acumulacién de antocianinas durante el
estrés por bajas temperaturas. Al igual que lo demostrado por Jian-fang el
al., (2019) donde MY C6 respondid al tratamiento al estrés por frio en tejido

foliar, inclusive 12 horas posteriores al tratamiento.

En base a nuestros resultadossobre esta proteina podemos sefialar de que
existe una tendencia a la disminucion en los niveles de expresion de GL3
tanto para E. nitens e hibrido entre tratamiento y control (no significativos).
Sin embargo, para E. nitens existen diferencias significativas al comparar el
tratamiento ADH entre los 3 genotipos (Fig. 5), existiendo un aumento en
los niveles de ARNm de GL3/bHLH1/MYC6, al igual que lo demostrado
por literatura, donde GL3 influye en la acumulacion de antocianinas
(pertenecientes al grupo de los flavonoides). Estos metabolitos secundarios
estan bien documentados sobre su participacion en estrés por frio (Cristie et
al., 1994; Uddin et al., 2015;). De hecho, se ha comprobado que la
acumulacion de antocianinas en bajas temperaturas, genera un aumento en
la capacidad antioxidante y tolerancia a bajas temperaturas (Zhang et al.,
2019; Ahmed et al., 2014).
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Eucgr.G01417/AT4G34050 codifica para CCoAOMTL cafeoil-coA-o-
metiltransferasa 1, que desempefia un papel esencial en la biosintesis de
lignina de guayacilo (G) y sinapilo (S). Se ha observado que mutantes
ccoaomtl muestran un fenotipo hipersensible al estrés por sal y sequia
(Hyun jin et al., 2019; Hyun jin et al.,2021). Ademés se ha demostrado que
los genes de sintesis de fenilpropanoide y flavonoide tanto en control como
en mutantes, estaban regulados al alza por estrés a bajas temperaturas,
exceptuando CCoAOMT1 que no presentd diferencias significativas
(Petridis et al.,2016). Sin embargo, en el estudio publicado por Ployet et al.,
(2018) demostrd que el factor de transcripcion MYB137 (ausencia de
ortologos en Arabidopsis) es inducido significativamente por frio, donde
posteriormente se extrajo la red de coexpresion de esta proteina y se
determind que coexpresan con 5 genes reguladores de la pared secundaria y
uno de ellos era gen de biosintesis de lignina CCOAOMT1 que respalda su

participacion en respuesta a estrés por frio en Eucalyptus.

Por lo tanto, informamos que tanto en la expresion digital como en gPCR
muestran una tendencia entre los 3 genotipos en un aumento transversal en
sus niveles de transcripcion entre NA y ADH pero, no son significativos.
Sin embargo, E.globulus presenta un notable aumento de transcrito entre el
control y el tratamiento ADH. Nuestros resultados indican que CCOAOMT1
se induce fuertemente en el genotipo sensible al estrés por frio (E. globulus)
Y No asi en especies mas resistentes a esta condicion. No obstante, ain no se
tiene con claridad la funcién que cumple en este tipo de estrés.
Antecedentes previos muestran que en mutantes knock out de ccoaomtl

provoca una hipersensibilidad a la sequia y una mayor acumulacion de
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ROS, sugiriendo una regulacion de H,O, en respuesta a sequia (Hyun jin et
al.,2021), hecho que tambien ocurre en estrés por frio, donde generalmente
deriva en un estrés por sequia debido a la cristalizacion del agua dentro de
la célula. Suceso que podria ser una de las razones del aumento transversal

de esta proteina en los 3 genotipos.

En base a todos estos resultados tanto de andlisis in silico como gPCR
podemos concluir que en la mayoria de los genes comprobados existe una
diferencia entre especie tolerante como E. nitens en comparacion a
susceptible para el caso de E. globulus. Sin embargo, curiosamente el
hibrido tendié a comportarse de manera similar al genotipo susceptible, en
sus niveles de transcrito en gPCR vy distinto a los resultados de analisis in
silico ya que hubo mayor cercania entre los resultados de E. nitens e
hibrido.

4. 5 Impacto del frio en la expresion génica asociados a cuticula

Los lipidos de la cuticula vegetal se sintetizan a través de una serie de
reacciones biologicas complejas en las que estan involucradas maltiples
enzimas, proteinas y factores de transcripcion. ldentificamos un total de 422
proteinas anotadas con E. grandis que al ser anotadas con A. thaliana para
analisis de gene ontology obtuvimos 188 proteinas (Anexo 9). De las
cuales, 54 corresponden a factores de transcripcion (29% aprox.), 38 genes

de interaccion proteina-proteina, las cuales coinciden con las 134 proteinas
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que actuan directamente en la sintesis de cuticula (71%). Ademas dentro de

los 54 factores de transcripcion, estos forman parte de 22 familias, dentro de
las que destacan 18 MYB, 3 NAC, 7 BHLH, 2 WRKY, 5 AP2-EREBP,

entre otros.

En cuanto a la anotacion de gene ontology destacamos que existe 29

términos de proceso biologico (BP), dentro de las mas relevantes para este

estudio fueron los de metabolismo de cera, biosintesis y catabolismo de

acidos grasos, regeneracion de pared secundaria, entre otros.

Formaldehyde metabolic proc. =

Formaldehyde catabolic proc. =

Cellular detoxification of aldehyde

Cellular response to aldehyde =

Wax metabolic proc. = *

Wax biosynthetic proc. =
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Fig 6: Analisis de Gene ontology por proceso biologico (BP) de 188
proteinas de sintesis cuticular. Valores p.ajustado indicando tasa de falsos
positivos (FDR). Por lo tanto, el color rojo indica un alto enriquecimiento y

el color azul un bajo enriquecimiento. Para todos los casos, se utilizd un

valor pvalue y FDR de 0,05.

El andlisis de gene ontology se llevo a cabo con Clusterprofiler donde se
busco determinar el proceso bioldgico en el que participan 188 proteinas en
estudio, de esta manera se realizo el andlisis de sobrerrepresentacion que
busca determinar el porcentaje de genes expresados diferencialmente en el
téermino GO, utilizando como entrada las 188 proteinas versus la lista de
background. De esta manera, se evalia qué genes de nuestra lista se pueden
encontrar no de forma azarosa en el background al comparar nuestra lista de
genes expresados diferencialmente con la lista de diferentes grupos de
genes expresados diferencialmente en el background (reportados por
literatura, experimentos, etc. a través de valores p.ajustados). Por lo tanto, a
raiz de este analisis se establecidé que las 188 proteinas se asocian a 400
caracteristicas GO (Fig. 6), dentro de las cuales, se publican un total de 39
asociaciones por BP. Dentro de este conjunto de ontologias destacamos las
més relevantes para nuestro estudio: “response to cold” con 11 genes
asociados a esta via; “response to water deprivation” con 14 genes;
“response to salt stress” con 16 genes; “Cuticle development” con 7 genes;
“Wax metabolic process” con 10 genes, entre otros. Destacamos genes
relacionados a respuesta a frio, entre ellos factores de transcripcion tales
como CBF1, CBF2, WRK33 reportados como activadores de genes de
tolerancia al frio (Blanco el al., 2005; Sakuma et al., 2002; Jiang &
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Deyholos 2009) vy otras enzimas como Acetil-coA carboxilasa 1 (ACC1),
Alcohol deshidrogenasa 1 (ADH1), varios miembros de la familia KCS:
KCS3, KCS6, KCS9, KCS11 y KCS21 (Amid et al., 2012; Millar et al.,
1994; Jarillo et al., 1993; Juyoung et al., 2013) y un transportador ERD6
(Kiyosue et al., 1998). Ademéas se observan varias rutas relacionadas a
sintesis de cadena larga de acidos grasos, sintesis de cutina, cera y cuticula,

entre otros (fig. 6).
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4.6 Red de regulacion génica de sintesis cuticular
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Figura 7: Red de regulacion genica de 188 proteinas expresadas
diferencialmente en la condicion ADH para los tres genotipos en
estudio. Cada rectangulo representa la enzima que participa en la red y cada
uno de ellos esta representado por los tres genotipos en el siguiente orden
de izquierda a derecha: hibrido, E. globulus y E. nitens.
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Dentro de la red de regulacion génica podemos encontrar diferencias
principalmente en la ruta de sintesis de fenilpropanoides, el cuél es una via
que converge en multiples funciones dentro de las plantas y se encuentra
asociada principalmente a metabolitos secundarios, que son a menudo
constituyentes de las cutinas y ceras cuticulares (Tafolla et al., 2017), como
¢steres derivados de &cido cinamico y acidos grasos de cadena larga o
alcoholes grasos. Estos ésteres incluyen una amplia variedad de restos
fenilpropanoides de longitud de cadena de C16 a C30 (Lee et al., 2004).
Sumado a esto, se ha evidenciado que la formacion de lipidos cuticulares
precede principalmente de la biosintesis de fenilpropanoides y flavonoides
(André et al, 2022; Mintz et al., 2008). Nuestros resultados muestran
diferencias en la expresion de las proteinas que participan en esta via,
algunas de ellas: 4-coumarate CoA 4CL1 (6.2.1.12), donde se observa que
son contrastantes los valores de expresion entre el hibrido y E.globulus
versus E. nitens, similares a los obtenidos por 4CCL9 de qPCR procedentes
de la misma familia (Fig.5). Por otra parte, la proteina O-metiltransferasa 1
(COMT1) (2.1.1.68) la cual se ha observado en plantas de A. thaliana
ecotipo Sha (crecimiento optimo a 15°C), participa tanto en la ruta de
sintesis de lignina como de flavonoides, donde al momento de realizar
analisis de expresion diferencial, mostro una regulacion a la baja en sus
niveles de transcritos a los 15°C, lo que se presume que podria favorecer la
ruta de flavonoides, los cuales son determinantes en la tolerancia a la
congelacion y aclimatacion al frio (Duruflé et al, 2017; Schulz et al,
2016). Finalmente, nuestra red de regulacion genética muestra resultados
similares, donde hibrido y E. globulus presentan una disminucion de
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transcritos distinta a los de E. nitens en la condicion ADH (fig.7). Por lo
tanto, nuestros resultados muestran la compleja red de sintesis de cuticula
donde los niveles de expresion difieren entre genotipo tolerante y sensible
al estrés por frio. Ademas de ofrecer un amplio y desconocido nimero de
genes aun sin caracterizar, donde tienen implicancias directa e

indirectamente en la regulacidn de sintesis de cuticula.
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V. CONCLUSION

El estrés por frio varia ampliamente en severidad y efecto. La exposicién de
las plantas de Eucalyptus spp. a temperaturas congelantes (ADH) durante 4
dias con temperaturas oscilantes entre -2°C y 8° provocan cambios en la
acumulacidn de transcritos que varian entre genotipos tolerantes y sensibles,
esto evidenciado tanto por analisis bioinformaticos como por qPCR. En este
trabajo pudimos identificar un total de 188 genes anotados con A. thaliana y
422 genes anotados con E. grandis que demuestra que existen muchos
genes de esta especie lefiosa que aun no han sido caracterizados para
comprender el funcionamiento en esta red de regulacion de sintesis
cuticular en temperatura congelantes. Por lo tanto, se marca un precedente
de la gran cantidad de genes que participan en esta red, mucho mayor a los
reportados por literatura en plantas de Eucalyptus spp. asociados a estrés
por frio. Sin embargo, adn es necesaria mayor evidencia para respaldar los
resultados in silico y por gPCR obtenidos en este trabajo, ya que no se pudo
establecer diferencias significativas entre la acumulacion de transcritos en
la sintesis de cuticula entre individuos tolerantes y sensibles a congelacion
con los resultados de qPCR.

Finalmente, se plantea que la baja calidad de secuenciacion de E. nitens, la
gran cantidad de genes que no se han caracterizado correctamente para la
anotacion con E. grandis y A. thaliana pueden ser claves al momento de la

validacion de los resultados in silico obtenidos en este trabajo.
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VII. ANEXO

Anexo 1: Valores de LT50 determinados en el ensayo. Especies: G1 (E.
globulus), G2 (E. nitens), G3-G10 (hibridos E. nitens x E. globulus).
Condicion: no aclimatado (NA), aclimatado antes de helada (AAH) y

aclimatado después de helada (ADH). Extraido de Arias (2016)

Genotipo

G7

G8

G9
G10

Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcion

Condicion

Valores de LTs0(°C)

NA

-3.09105246
-5.56039692
-4.90224072
-3.51083356
-3.79362525
-4.02404369
-5.85902571
-6.41807745
-5.77781692
-4,88248924

AAH

-4.15026514
-6.17110606
-5.12203842
-3.59258204
-5.6435185)5
-5.02733813
-6.17429415
-0.77336485
-6.65988468
-5.67781043

ADH

-4,12822417
-7.62502038
-6.40374256
-5.24288785
-7.253768
-8.00475002
-7.1337241
-6.52655656
-9.35176936
-6.75352288
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Anexo 2: Porcentaje de supervivencia en G1 (E. globulus), G2 (E. nitens),
G3-G10 (hibridos E. nitens x E. globulus). Letras iguales no difieren
estadisticamente p. Extraido de Arias (2016)

Supervivencia
120
a
abc abc
100 - ab abc
- cd f-d becd
® 80 -
E 60 d d
S
= 40 -
= 20 -
)
0 “ T T T T T T T T T
Gl G2 G3 G4 G5 Gb6 G7 G8 G9 G10
Genotipos
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Anexo 3: Mapping entre bibliotecas de E.globulus, E. nitens e hibrido.
Condicion NA: No aclimatado; AAH: Aclimatado antes de helada; ADH:

Aclimatado después de helada.

Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcion

Porcentaje transcritos anotados (%)
_ Porcentaje
Bibliot
o NA AAH ADH total
trascriptomas .
anotacion
E. globulus 96.6 96,8 96,5 96.6
hibrido 89.6 90 90.5 89.7
E. nitens 50 50,3 53.2 51,2
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Anexo 4: Cbdigo de dominios funcionales de proteinas reportadas por base

de datos Pfam

A?‘Z;l(ellnl;?is Pfam Funcion dominios
at1g02205 PF04116 FA hydroxylase
atlg02205 PF12076 Wax2 C
atlgl 5360 PF00847 AP2
atlg22440 PF08240 ADH N
at1g22440 PF00107 ADH zinc N
atdgl6210 PF0O0378 ECH 1
at4g34050 PF01596 Methyltransf 3
at5gd1040 PF02458 Transferase
AT5G41315 PF14215 bHLH-MYC N
AT5G41315 PF00010 HLH
at5g63380 PF00501 AMP-binding
atSg63380 PF13193 AMP-binding C

Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcion
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Anexo 5: Dominios funcionales de proteinas validadas por gPCR en E.
nitens, E. globulus y el hibrido con sus respectivos homdlogos en

Arabidopsis, funcion y descripcion de dominios y proteinas.

Secuencia Funcion proteina Pfam Funcion Especie
Arabidopsis prote dominios specie
Hidrolasa de Pr04116 / FA_hvdroxviase
2205 ] .
at1g02205 icidos grasos  PF12076 waxy ¢ Cglobulus
Alcohol
. PF08240 / ADH N/
atlg22440 deshidrogenesa de I - Eglobulus
nidn a Zinc PFOO107 ADH zinc N
AM 5/ _ o J |
AT5G41315 bHLH PPF;; []Lt]lljﬂ leH}‘;;E{C—:\ E globuius
Ligasa v sintetasa - £
- cL PF0O0301/  AMP-binding /
at5g63380 dependiente de . E globuius
AMP PF13193  AMP-binding C
*AT5G41315 bHLH PF14215 bHLH-MYC N  E nifens
*3t1202205 Fidrolasa de PF12076 Wax2 C E.nitens

acidos grasos

Suberina alifatica
Sod104 245 i : i
a g 1040 fe a_ sferasa PF02458 Transferase E nitens

Hidrolasa de PF04116 / FA hvdroxviase

2205 ihri
at1g02205 icidos grasos  PF12076 | Wax2_C hibrido
Alcohol
) PFO8240 / ADH N/ .
2244 . nesa de —
atlg22440 des}:ncllfugen-?sa de PFO0107 ADH zme N hibrido
union a finc - =
Enoil-CoA
at4g16210 hidrataza‘isomeras  PF00378 ECH 1 hibrido
a
atdg340s0  CATOLCOA O pphisos  Methyltransf 3 hibrido

metiltransferasa

Suberina alifatica o
5o 10k 243 rase
at5z41040 feruloil-transferasa PF02458 Transferase hibrido
Ligasa v sintetasa
at5gH3380 dependiente de
AMP

PF00501/  AMP-binding /

PF13103  AMP-binding C 1000

* Las secuencias mostradas no presentan un dominio funcional pero fueron
consideradas como proteinas funcionales
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Anexo 6: Representacion GO de transcriptoma completo expresado

diferencialmente para genotipo hibrido en la condicion ADH
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Anexo 7: Representacion GO de transcriptoma completo expresado

diferencialmente para genotipo E. globulus en la condicion ADH
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Anexo 8: Representacion GO de transcriptoma completo expresado

diferencialmente para genotipo E. nitens en la condicion ADH
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Anexo 9: Heatmap de 188 proteinas expresadas diferencialmente en la
condicién aclimatado después de helada (ADH) obtenidos por literatura y
bases de datos. Se realizd el andlisis en los tres genotipos en estudio
utilizando el conjunto de datos proveniente de Edger, DESeq2 vy
NOISeqBIO (para el caso de E. nitens).

m Cuticle
9 Cold acclimated after frost (CAAF/ADH)

Log2 FoldChange

%

——

e bl

hibrido E.globulus E.nitens
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