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RESUMEN

Tarwi (Lupinus mutabilis Sweet) es una especie con alto potencial agronomico pero
subutilizada por diversas razones. El objetivo de esta investigacion es analizar los
cambios en la expresion génica de tarwi en condiciones de estrés hidrico con el fin de
conocer los mecanismos genéticos de respuesta a sequia que operan en esta especie. Tras
una seleccion por precocidad, mayor peso de semilla, mayor sobrevivencia a sequia,
mayor peso seco de la parte aérea tras sequia y menor contenido de alcaloides, se
determiné que la accesion P03 es promisoria para el mejoramiento de tarwi. Esta accesion
responde a sequia modificando su contenido de elementos en la parte aérea, e
incrementando sus niveles de prolina. El secuenciamiento de ARN total mediante ARN-
seq de [llumina demostrd cambios en la expresion génica de tarwi. Se encontraron 7813
genes diferencialmente expresados (DEGs). De estos, 4 588 genes estuvieron
upregulados, en tanto que 3225 genes fueron downregulados. Con respecto a proceso
biologico, 4747 genes upregulados, en tanto que solamente 2 459 genes estuvieron
downregulados. Los datos de Componente Celular revelan 130 genes upregulados y 329
genes downregulados. Los genes relacionados con Funcion Molecular, muestran 1888
genes upregulados y 562 genes downregulados. Segun la clasificacion de acuerdo a la
base de datos de sequia. Se encontraron 1796 DEGs asociados a proteinas funcionales,
los que fueron clasificados en canales y transportadores (452), detoxificacion (431),
fosfolipidos (317), proteasas (200), fotosintesis (189), osmolitos (178) y factores de
proteccion (29). Los 1944 DEGs con funcion regulatoria fueron clasificados en
transduccion de sefial (939), hormonas (363), factores de transcripcion (330), cromatina
(154), histonas (113), complejos ligasa de ubiquitina (31), hidrolasas 4cido anhidro (14).
Este trabajo proporciona las bases para comprender los mecanismos genéticos que

regulan la tolerancia a sequia en tarwi.

Palabras clave: sequia, tarwi, Lupinus mutabilis, ARN-seq, transcriptoma.



ABSTRACT

Tarwi (Lupinus mutabilis Sweet) is one of the crops with the most agronomic potential to
contribute to agricultural development. However, it is not properly leveraged due to a
variety of factors, amongst which there is water stress. The objective of this research is to
analyze the changes in tarwi (L. mutabilis Sweet) gene expression grown under water
stress, to understand the genetic mechanisms of drought response. After selecting plants
according to early flowering, greater seed weight, higher drought survival rate, greater
shoot biomass after drought and lower alkaloid content, accession P03 was determined to
be a candidate for tarwi improvement. When grown under water stress, this accession is
capable of modifying its element content in shoots and increasing its proline levels, which
is a manifestation of transcriptomic changes in response to water stress. [llumina RNA
sequencing, demonstrated the presence of 7813 diferentially expressed genes. 4588 genes
were upregulated, while 3225 genes were downregulated. With regards to Biological
Process, 4747 genes were upregulated and 2459 were downregulated. Cellular
Component data reveal 130 upregulated genes and 329 downregulated genes. Data related
to Molecular Function show 1888 upregulated genes and 562 downregulated genes.
According to the Drought Stress Database, 1796 diferentially expressed genes were
associated to functional proteins. They were classified in channels and transporters (452),
detoxification (431), phospholipids (317), proteases (200), photosynthesis (189),
osmolytes (178) and protection factors (29). 1944 genes with regulatory function were
diferentially expressed and classified in signal transduction (939), hormones (363),
transcription factors (330), chromatin (154), histones (113), ubiquitin-ligase complexes
(31), acid anhydride hydrolases (14). This study provides the background to understand

the genetic mechanisms that regulate tolerance to water stress in tarwi.

Keywords: drought, tarwi, Lupinus mutabilis, RNA-seq, transcriptome.



I. INTRODUCCION

Segtn las estimaciones de la FAO (2009), la poblacion mundial podria alcanzar los 9 100
millones de personas el afio 2050, por lo cual se deberd incrementar la produccidn agricola
de alimentos en al menos setenta por ciento para mantener la seguridad alimentaria. Sin
embargo, la productividad se ve amenazada por la disminucion de tierras agricolas, la
reduccion del recurso hidrico y presencia de factores de estrés bidtico y principalmente
abiotico (Ashraf et al. 2009). Uno de los factores de estrés abidtico mas criticos, que
afecta la salud y la productividad agricola en mas de un tercio de la poblacién mundial,

son las sequias (FAO 2003).

Las sequias son consideradas como los fendmenos con mayor impacto negativo sobre las
plantas (Zhu 2002), generando efectos adversos sobre su desarrollo, evitando que
alcancen su potencial genético y desestabilizando su productividad (Amudha y
Balasubramani 2011). Se estima que este fendémeno causa el 17% de las pérdidas del
rendimiento potencial de los cultivos a nivel mundial (Ashraf et al. 2009). El panorama
es mas serio si se tiene en cuenta que debido al cambio climatico, la incidencia de sequias
ha tenido un incremento significativo a nivel global en el ultimo siglo, afectando
gravemente la agricultura de paises como Kenia, Australia, Rusia, China, Estados Unidos

de Norte América y diversos paises de América Latina entre los que se encuentra el Pera

(CEPAL et al. 2013).

El Peru es uno de los paises mas susceptibles a la ocurrencia de sequias (MINAM 2016),
habiéndose registrado 163 eventos de sequia en todas las cuencas hidrograficas entre los
afnos 2000 y 2010. Tan solo en la Costa ocurrieron 126 sequias que afectaron mas de 290
mil hectareas. En la Sierra, en tanto, se han reportado 25 eventos de sequia, que afectaron
a 66,724 familias en un total de 33,2087 hectareas. Cabe destacar que la Sierra es mas
vulnerable por presentar una agricultura de secano con fluctuacion elevada de las
precipitaciones, por lo que las sequias son particularmente muy severas en esta region
(ANA 2010). Ademas, segin las proyecciones del MINAM (2016) se espera un

incremento de la temperatura en 2° C, lo cual aumentara la frecuencia de sequias.

El aumento en la frecuencia de sequias determina que una de las prioridades de la

agricultura actual sea la busqueda y mejoramiento genético de cultivos con resistencia a



estrés hidrico. Para ello, es necesario conocer los mecanismos de respuesta a nivel
morfoldgico, fisioldgico y genético, que permitan a las plantas evitar o sobrevivir a la
escasez de agua (Harb et al. 2010). Entre las estrategias usadas en el mejoramiento de
plantas por resistencia a sequia, la modificacion de la fenologia del cultivo para lograr
cultivos precoces es una de ellas y lo mas importante desde el punto de vista agronémico,
es la introduccion de tolerancia, asociada con altos rendimientos; sin embargo, la
tolerancia a estrés hidrico involucra la participacion de muchos genes con efecto aditivo
(Ashraf, 2009), con baja heredabilidad y alta interaccion entre los genes de tolerancia a
sequia y los genes que proveen resistencia a sequia, lo cual ha limitado el mejoramiento

por tolerancia a sequia (Amudha y Balasubramani 2011).

Debido a estas dificultades, la identificacion de genes de tolerancia y el estudio de los
mecanismos moleculares involucrados, ha requerido el uso de diversas tecnologias tales
como el uso de mutantes, secuenciamiento de ADN, analisis de loci de caracteres
cuantitativos (QTLs) y microarrays (Amudha y Balasubramani 2011). Una técnica
moderna empleada en el analisis de expresion genética, es el Secuenciamiento de ARN
(RNA-Seq). EI RNA-Seq utiliza la tecnologia de Secuenciacion de la Proxima
Generacion (NGS) para construir un mapa transcriptomico completo, permitiendo la
identificacion y cuantificacion de miles de genes a la vez, sin la necesidad de conocerlos
a priori (Nagalakshmi ez al. 2010). Ademas, esta técnica permite capturar la dinamica del
transcriptoma en diferentes condiciones sin tener que realizar una normalizacion
sofisticada. Por esta razon, es de particular importancia en organismos no modelos con
secuencias gendmicas que no han sido determinadas (Wang et al. 2009), como los

cultivos nativos.

Los cultivos nativos de Perd, como quinua, kiwicha, sacha inchi, tarwi, poseen potencial
para mantener la seguridad alimentaria (Sevilla y Holle 2004) a pesar de ello, en la
mayoria de estos no se han realizado investigaciones a nivel genético, por lo cual siguen
siendo subutilizados (Camarena et al. 2012). El tarwi (L. mutabilis Sweet), en particular
es una de estas especies nativas con mayor potencial agrondmico para contribuir al
desarrollo del pais (Camarena ef al. 2012). Esta planta es aprovechada en diversos lugares
por su alto valor nutricional (Clements et al. 2008). Sin embargo, en Peru es subutilizada
debido al elevado contenido de alcaloides en semillas, periodo vegetativo largo,

susceptibilidad a plagas, enfermedades y sequias (Camarena ef al. 2012). La disminucién

2



en la productividad del tarwi se debe, entre otras cosas, a que su cultivo se realiza
exclusivamente en condiciones de secano. Es asi que las sequias retardan el crecimiento,
disminuyen la eficiencia fotosintética y afectan mas notablemente en etapas criticas como

la floracion y el llenado de vainas (Jacobsen y Mujica 2006).

Dado que se desconocen los mecanismos que operan a nivel genético en respuesta a estrés
hidrico en tarwi, es necesario realizar estudios, con miras a incrementar su rendimiento
en diversas condiciones ambientales, lo cual podria revalorarlo como un cultivo de
importancia agricola. De esta manera y dado que el estrés hidrico afecta en los diferentes
estadios de desarrollo de la planta, el objetivo de esta investigacion es analizar los
cambios en la expresion génica de tarwi (L. mutabilis) en condiciones de estrés hidrico
con el fin de conocer los mecanismos genéticos de respuesta a sequia que operan en una

accesion tolerante a sequia.

Para ello, se propusieron los siguientes objetivos especificos:

- Seleccionar una accesion que presente alta tolerancia a sequia en base a las siguientes
caracteristicas: precocidad, mayor peso de semilla, mayor sobrevivencia a sequia, mayor
peso seco de la parte aérea tras sequia y menor contenido de alcaloides

- Caracterizar la accesion tolerante a sequia de tarwi en etapa vegetativa mediante el
contenido de elementos, y en la etapa reproductiva evaluando el contenido de prolina.

- Determinar la etapa fenologica en que se realizard el analisis transcriptdmico en
condiciones normales y de sequia en la accesion tolerante de tarwi.

- Determinar el rol de los mecanismos de detoxificacion, fosfolipidos, canales y
transportadores, proteasas y osmolitos, relacionados con genes funcionales, activados en
respuesta a estrés por sequia en tarwi.

- Determinar el rol de las vias de transduccion de sefial, hormonas, factores de
transcripcion, epigenética, relacionadas con genes regulatorios de respuesta a estrés por

sequia en tarwi.



II. MARCO TEORICO

2.1. ESTRES HiDRICO

El agua condiciona la adaptacion, desarrollo y produccion de todas las especies vegetales.
Es necesaria para procesos como la germinacion, division celular y elongacion para la
promocion de crecimiento vegetal y actividades metabolicas como la sintesis de
compuestos organicos, fotosintesis, respiracion y un gran namero de procesos
bioquimicos y fisiologicos. Las plantas necesitan una alta cantidad de agua a lo largo de
su ciclo de vida, y su desarrollo es afectado si hay reduccion en el contenido hidrico en el
suelo (Akinci 2013). En sistemas naturales, esta reduccion puede ser el resultado de bajas
precipitaciones, baja capacidad de retencion de agua del suelo, excesiva salinidad,
temperaturas extremas frias o calientes, baja presion de vapor atmosférico o una

combinacion de estos factores (Moreno 2009).

Cuadro 1: Efectos del estrés hidrico a nivel morfoldgico, fisioldgico y molecular.

Adaptado de Akinci (2013) y Farooq et al. (2009).

Efectos morfoldgicos Efectos fisiologicos Efectos bioquimicos
e Reduccion del e Reconocimiento de e Reduccion en
crecimiento. sefiales radiculares. eficiencia fotoquimica.
e Reduccion de la e Pérdida de turgenciay |e Reduccion en la
expansion foliar. ajuste osmotico. eficiencia de RuBisCo,
e Reduccion en el e (Cierre estomatico PAPcase, NADP-ME,
nimero de hojas. e Potencial hidrico FBPase, PPDK.
e Reduccion en el reducido. e Incremento de especies
rendimiento de cultivo |e Reduccién en la reactivas de oxigeno
conductancia estomatal ROS.
a CO.. e Reduccion de ATP.
e Reduccion de e Fotorrespiracion
concentracion interna aumentada.
de CO.. e (Carboxilacion limitada
e Reduccién en e Toxicidad excesiva de
fotosintesis neta. iones.
e Desbalance de toma de
nutrientes.
e Desbalance hormonal.

Cuando la disponibilidad de agua disminuye, se genera estrés hidrico, el cual es

evidenciado por cambios a nivel morfolédgico, fisioldgico, bioquimico y molecular en las



plantas (Madhava et al. 2006). Al causar efectos dafiinos para el desarrollo de las plantas,
el estrés hidrico es considerado el estrés mas importante que limita y ha dirigido la
evolucion de la vida vegetal en la tierra (Wang y Frei 2011). El déficit de agua puede
presentarse en cualquier estadio fenologico de un cultivo, causando alteraciones en el
desarrollo vegetal. Cuando este fenomeno ocurre en etapas tempranas, interfiere con el
proceso de imbibicion y disminuye la actividad enzimatica de las semillas, impidiendo la
germinacion, lo cual reduce el numero de individuos de un cultivo, y por lo tanto, el
rendimiento (Taiz y Zeiger 2010). Cuando ocurre en las fases de floracion y llenado de
granos, es capaz de reducir el rendimiento, llegando a causar cuantiosas pérdidas
econdmicas particularmente en aquellos genotipos no adaptados a condiciones de estrés

(Blum 2005).

Entre los fendmenos afectados por estrés hidrico a nivel morfolédgico, fisiologico y
bioquimico, se encuentran el crecimiento y desarrollo vegetal, las relaciones hidricas
vegetales, la nutricion mineral, la captacion de luz y la fijacion de carbono (Aroca 2012;

Madhava et al. 2006).

2.1.1. Efectos del estrés hidrico a nivel morfoldgico

El estrés hidrico altera el crecimiento debido a que inhibe actividades enzimaticas, reduce
la turgencia y disminuye el suministro de energia, afectando la division y el alargamiento
celular (Farooq et al. 2009). Estas alteraciones producen cambios en la arquitectura de las
plantas, que presentan menor altura, menor tamafio foliar, menor nimero de hojas, menos
produccion de frutos y cambios en la fase reproductiva (Shao et al. 2009). Ademas, el
estrés hidrico reduce la expansion foliar y el macollamiento, y ocasiona senescencia

temprana de las hojas (Cuadro 1; Aroca 2012).

Si el estrés hidrico es severo, la disminucion de la elongacion celular por interrupcion de
flujo de agua en el xilema puede inhibir el crecimiento de las células del mesofilo, lo que
origina defoliacion, causando una reduccion severa del area foliar en cultivos como trigo
(Schuppler et al. 1998). Todos estos cambios reducen la acumulacién de materia seca en
todos los 6rganos vegetales y la produccion de semilla; sin embargo, esta respuesta varia
seguin el 6rgano y la especie. Por ejemplo, plantulas de maiz sometidas a estrés hidrico en

etapas tempranas mostraron una division celular alterada, con menor tasa mitotica y
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c¢lulas mas alargadas en las zonas meristematicas, lo que resultd en raices mas alargadas
con mayor biomasa en relacion a la parte aérea (Sacks ef al. 1997; Aslam et al. 2012). En
cebada, se ha observado una disminucion en el tamafio de planta, nimero de granos y
biomasa (Samarah 2004), mientras que en trigo solo los genotipos mas susceptibles
sufrieron disminucion en la altura de la planta, el area foliar, y los pesos secos de raices,

tallos y plantas enteras (Boutraa et al. 2010).

Este tipo de estrés también es capaz de afectar la fenologia al ocasionar un cambio
temprano de la fase vegetativa a la fase reproductiva, acortando el ciclo de crecimiento
de un cultivo, lo cual reduce el rendimiento (Desclaux y Roumet 1996) y la respuesta de
las plantas es variable dependiendo de la fase en la que se produce el estrés hidrico, asi
como del cultivo (Aroca 2012). Si el estrés hidrico ocurre en periodos prolongados de la
fase vegetativa de crecimiento, puede alterar el crecimiento y desarrollo de las plantas,
reduciendo el periodo vegetativo mediante la activacion de estrategias de evasion y
escape a sequia (Xu 2010). Por ejemplo, en maiz sometido a estrés hidrico se ha
observado disminucion en el tamaiio de los entrenudos, por menor tamafio de las células
y menor peso fresco y seco en variedades susceptibles a sequia (Aslam ef al. 2012). En
tanto que en plantas de soja sometidas a condiciones de sequia se ha observado
aceleracion en la llegada de la floracion y madurez fisiologica (Desclaux y Roumet 1996;

Liu et al. 2003).

Los efectos negativos causados por estrés hidrico vienen acompanados de variacion en la
alocacion de materia organica en raices y tallo, y la disminucion del tamaiio de los brotes
para maximizar la toma de agua (Aroca 2012). Por eso, las plantas que sufren estrés
hidrico durante la etapa de floracion son mas susceptibles, con mayor esterilidad del
polen, tasa de abortos y senescencia floral, lo que a su vez disminuye el tamafio de los
granos (Saini y Westgate 2000). De esta manera, la produccion puede reducirse hasta en
un 90%, por lo cual el estrés hidrico producido en la fase de llenado de granos es el mas

devastador (Lafitte et al. 2007).

2.1.2. Efectos del estrés hidrico a nivel fisioldgico

El estrés hidrico disminuye el contenido relativo de agua, el potencial hidrico foliar, el

potencial osmotico, el potencial de presion y la turgencia (Kirkham 2005). Esto origina
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dificultades fisioldgicas como cierre estomatico, variacion en la tasa de transpiracion, y

cambios en la translocacion de nutrientes (Cuadro 1; Shao et al. 2009).

La primera respuesta de las plantas al déficit hidrico es el cierre de estomas para evitar la
pérdida de agua por transpiracion, lo que eleva la temperatura, disminuye la toma de agua
y nutrientes, y el ingreso de CO, (Madhava et al. 2006). El cierre de estomas se encuentra
intimamente ligado al contenido de agua en el suelo, lo cual evidencia la existencia de
sefiales quimicas producidas por deshidratacion (Farooq et al. 2009). Dentro de las
moléculas producidas se encuentra el dcido abscisico que ocasiona la apertura de canales
de calcio, el cual induce la salida de potasio (K) y el aumento de potenciales osmoticos

intracelulares lo que conlleva al cierre estomatico (Lira 2007).

El bajo potencial hidrico en el suelo disminuye la difusion de agua y nutrientes de la
matriz del suelo a la superficie de la raiz, ademas la actividad metabdlica en la raiz
disminuye, por lo que la captacion y movilidad de nutrientes disminuye de manera general
(Ciriaco et al. 2011). Por ello, las plantas que sufren estrés hidrico pueden presentar
deficiencias nutricionales incluso en suelos bien fertilizados (Akinci1 2013). La escasa
disponibilidad de agua en el tejido vegetal impide la solubilizacion y traslocacion de los
materiales y compuestos de reserva (Farooq et al. 2009). Es asi que se las plantas
sometidas a estrés hidrico muestran variacion en el contenido de nitrogeno (N), fosforo
(P), potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg), azufre (S), entre otros. Esta variacién
depende del genotipo de la planta (Ciriaco et al. 2011). Ademas, en leguminosas afectadas
por sequia hay menor captacion de N por la reducida actividad de nitrato reductasa en

hojas y nodulos (Ashraf y Iram 2005).

2.1.3. Efectos del estrés hidrico a nivel bioquimico

A nivel bioquimico, el estrés hidrico produce inhibicion de enzimas de carboxilacion, y
sintesis de ATP. Seglin su origen, las modificaciones producidas pueden ser estomaticas

y no estomaticas (Cuadro 1; Ashraf e al. 2009; Ajum et al. 2011).

Las modificaciones no estomaticas incluyen la sintesis reducida y alteracion en la
actividad de enzimas clave como la ribulosa-1 5-bifosfato carboxilasa-oxigenasa

(RuBisCo), fosfoenolpiruvato carboxilasa, piruvato fosfato quinasa, NADP malato
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deshidrogenasa y enzima malica NADP, y pigmentos fotosintéticos como la clorofilas,
carotenoides y xantofilas, sintesis disminuida de ATP, fotorrespiracion y alto estrés

oxidativo (Farooq et al. 2009).

Las modificaciones estomaticas incluyen el cierre de estomas, lo cual induce bajo
potencial hidrico para evitar la pérdida de agua por transpiracion. Esto disminuye el
ingreso de CO, lo cual altera la cadena transportadora de electrones fotosintética,
reduciendo la fijacion de carbono bajo sequia y la tasa fotosintética de los cultivos.
(Madhava et al. 2006). Dadas las bajas concentraciones de CO» y las altas cantidades de
O2 en los tejidos fotosintéticos, la enzima RuBisCo actiia como oxigenasa, incrementando

la fotorrespiracion a expensas de la fijacion de carbono (Aroca 2012).

La fotorrespiracion que se lleva a cabo en estrés hidrico induce la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), las cuales incluyen radicales superdxido, perdxido de
hidrogeno (H203), y radicales hidroxilo (OH"), los cuales causan dafio oxidativo que
reduce la tasa fotosintética y afecta a diferentes componentes celulares que incluyen

lipidos de membranas, proteinas y acidos nucleicos (Aroca 2012).

Ademés, la deshidratacion disminuye el volumen celular, lo cual hace el contenido celular
mas viscoso, incrementando la interaccion proteina-proteina, lo cual puede originar

agregacion y desnaturalizacion de las mismas (Farooq et al. 2009).

2.2. ESTRATEGIAS DE RESISTENCIA A ESTRES HIDRICO

Los dafios mostrados por las plantas sometidas a estrés hidrico generan un conjunto de
respuestas que confieren a las plantas la capacidad de adaptarse y aclimatarse. Las
estrategias de resistencia de las plantas a estrés hidrico son clasificadas en escape, evasion
y tolerancia. Algunas de las caracteristicas fenotipicas asociadas a estas estrategias
(fenotipos asociados), asi como el tipo de ciclo de vida y las condiciones ambientales que
las favorecen (contexto estacional) se muestran en la Figura 1. La estrategia del escape
consiste en el acortamiento del ciclo de vida de las plantas y su rapido desarrollo en
condiciones hidricas suficientes, de manera que las plantas completan su ciclo antes de
que el estrés hidrico se presente (Harb ez al. 2010). La evasion involucra el mantenimiento

del potencial hidrico elevado, minimizando la pérdida de agua en tejidos, mejorando la
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capacidad de las células vegetales para mantener el agua, e incrementando su toma. La
tolerancia consiste en la habilidad para resistir déficit hidrico manteniendo tejidos con
bajo potencial hidrico, a través del mantenimiento de la turgencia y reduccion de la

pérdida a través de la acumulacion de solutos compatibles (Chaves et al. 2003).

Estrategia Ciclo de vida Fenotipos asociados Contexto estacional

Crecimiento rdpido

o Sequias terminales
Floracién temprana /
Escape Anual Alto N foliar

Alta capacidad

fotosintética Sequias leves durante

Alta eficienciaen uso periodo de crecimiento
de agua

Baja conductanciade

Anual

Evasion Bianual estomas ——— Sequias leves frecuentes

Hojas densas o

suculentas

Elevada relacién raiz
tallo \ 2
Sequias moderadas durante

Elevados etapa de crecimiento
: osmoprotectores

: Bianual s

Tolerancia Acumulacién de

Perenne , P
azucares Sequias severas durante

Crecimiento radicular etapa de crecimiento

Perenne

Figura 1: Estrategias de resistencia a sequia y algunas caracteristicas asociadas. Las
flechas designan el contexto ambiental que favoreceria mas cada estrategia.

Fuente: Kooyers (2015).

2.2.1. Escape

El escape es una estrategia que consiste en la habilidad de plantas anuales para completar
su ciclo de vida y experimentar dormancia antes de que se presente la sequia. Muchas de
estas plantas carecen de mecanismos de tolerancia, por lo que presentan periodos de
crecimiento vegetativo muy corto, lo cual generalmente afecta el rendimiento (Turner et
al. 2001). Cuando las plantas experimentan déficit hidrico con incremento en las
temperaturas y disminucion de las lluvias, mientras se encuentran en la etapa de desarrollo
reproductivo, es decir durante la floracion o llenado de vainas, se produce una sequia
denominada sequia terminal (Palta et al. 2016). Dado que la etapa de floracion es critica
para lograr una buena productividad, la estrategia de escape es mas ventajosa en lugares

donde ocurren sequias terminales con mayor frecuencia. Estas sequias afectan el



crecimiento reproductivo de especies como trigo y arroz, en que se ha observado
esterilidad masculina parcial que conlleva a una reduccion significativa en la produccion
de grano, o maiz, que experimenta aborto de embriones cuando la sequia ocurre luego de
la polinizacion (Su et al. 2013). En contraste, los cultivos precoces capaces de completar
su ciclo de vida antes de la ocurrencia del déficit hidrico, no son afectados en comparacion
con los cultivos tardios (Meyre et al. 2001). En Phaseolus vulgaris sometido a sequia, se
observé una tendencia al escape mediante la aceleracion del desarrollo reproductivo de
plantas cultivadas en déficit hidrico (Acosta et al. 2009). En tanto que en maiz (Zea mays)
se han encontrado 16 lineas de maduracion temprana, desarrolladas en el Instituto
Internacional de Agricultura Tropical (IITA) altamente resistentes a condiciones de agua
limitantes. Ademas, se ha encontrado que las variedades TZEE-129, EEYH-15, EEYH-3
desarrolladas por el IITA mostraron una maduraciéon mas temprana, de manera que
escaparon el estrés por sequia y mostraron menores pérdidas en las etapas de floracion y

llenado de grano (Magashi et al. 2015; Badu ef al. 2011).

2.2.2. Evasion

Otra estrategia de resistencia a sequia es la evasion, la cual consiste en mantener a la
planta en estado hidratado bajo sequia, manteniendo alto potencial hidrico en los tejidos.
Las plantas que experimentan este mecanismo experimentan cambios morfoldgicos y
fisiologicos como la acumulacion diferencial de biomasa y la plasticidad en el
crecimiento radicular, que les permiten absorber mas agua y minimizar la pérdida de agua
por transpiracion, manteniendo el rendimiento (Wang y Yamauchi 2006; Blum 2005). La
reduccion en el tamafo foliar se ha observado en respuesta a estrés hidrico, debido a que
una menor area foliar es ventajosa al tener menor requerimiento de agua. Sin embargo,
de manera general esta caracteristica esta ligada a bajos rendimientos (Sinclair y Muchow
2001). La reduccion en la pérdida de agua por transpiracion es otro de los mecanismos de
evasion, involucrando resistencia cuticular y estomatal incrementada, estomas pequefios
y en menor cantidad, area foliar reducida y orientacion vertical de las hojas (Sinclair y

Muchow 2001).

Algunos cultivos, como el mani (Arachis hypogaea) sometidos a sequia en la etapa previa
a la floracion, expresan mecanismos de evasion, sin reducir su produccion.

Particularmente, se ha observado que los genotipos de mani con mayor masa radicular
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producen mdas vainas en comparacion con aquellos que tienen menor masa radicular

(Jongrungklang et al. 2011).

En arroz (Oryza sativa), algunos mecanismos de evasion se han logrado mediante la
expresion del gen OsAHL1. Este gen regula el desarrollo radicular, el contenido hidrico
de las hojas, la tasa de pérdida de agua foliar, ademas de algunas caracteristicas

relacionadas con la tolerancia (Zhou et al. 2016).

La evasion; sin embargo, no evita la reduccion en la tasa de crecimiento en cultivos
sometidos a déficit hidrico prolongado. Por ejemplo, se ha observado que, en las primeras
etapas de estrés hidrico, las especies Juncus effusus L., Peltandra virginica L.,y Saururus
cernuus L., Justicia americana L. Vahl presentaron mayor crecimiento radicular; sin
embargo, tras un periodo de sequia de dos semanas, el crecimiento y la productividad

disminuyeron significativamente (Touchette et al. 2007).

2.2.3. Tolerancia

La tolerancia es una estrategia de resistencia compleja, que consiste en resistir el déficit
hidrico manteniendo el metabolismo con un bajo potencial hidrico en los tejidos. Esta
caracteristica esta asociada con el grosor de la cuticula, regulacion de estomas, sistema
radicular, balance hormonal, sistema de defensa antioxidante, ajuste osmotico, y
mantenimiento de contenido de agua en los tejidos (Farooq et al. 2009). La tolerancia se
da como resultado de alteraciones bioquimicas y fisioldgicas a nivel celular y molecular
causadas por cambios rdpidos en niveles de ARNm, que llevan al incremento y
acumulacion de solutos intracelulares compatibles como azicares y aminoacidos que
permiten a las células realizar el ajuste osmotico necesario (Chaves ef al. 2003; Amudha

y Balasubramani 2011).

Tanto la evasion como tolerancia confieren a las plantas la capacidad de sobrevivir y
completar su ciclo de vida en condiciones de sequia. Por lo cual estas caracteristicas son
muy importantes desde el punto de vista agrondmico al permitir que la productividad en

plantas afectadas por déficit hidrico se mantenga (Aroca 2012).
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2.3. MECANISMOS DE RESISTENCIA A SEQUIA

Tanto la evasion como la tolerancia a estrés hidrico son mecanismos de resistencia que
involucran procesos de adaptacion a nivel fisiologico, bioquimico y molecular que
permiten a las plantas sobrevivir y responder en condiciones de sequia (Figura 2; Akinci

2013).

Respuestas fisioldgicas

Reconocimientode las
sefiales radiculares.
Pérdida de turgenciay ajuste
osmoético.

Potencial hidrico reducido.
Disminucion de la
conductanciade CO2 al
estoma.

Concentracidén internade
CO2 reducida.

Reduccién en tasa de

Estrés por sequia

Respuestas bioquimicas

Disminucion de la eficiencia
fotoquimica.
Eficienciareducida de
RuBisCo.

Acumulacién de metabolitos
de estrés como MDHA,
Glutation, Prolina, Glicina-
betaina, Poliaminasy
Tocoferol.

Incremento en enzimas
antioxidantes como SOD,

Respuestas moleculares

Expresidn génica en
respuesta a estrés.
Expresién aumentada de
genes de biosintesis de
ABA.

Expresién de genes de
respuesta a ABA.
Sintesis de proteinas
especificas como LEA, DSP,
RAB, dehidrinas.
Tolerancia de estrésa

fotosintesis. CAT, APX, POD, GR y MGHAR. sequia
¢ Tasas de crecimiento * Acumulaciéon de ROS
reducidas. reducida.

Figura 2: Adaptacion a sequia a nivel fisiologico, bioquimico y molecular.

Fuente Akinci (2013).

2.3.1. Mecanismos Fisiologicos y Bioquimicos

Se ha observado que los genotipos resistentes a sequia son capaces de mantener constante
su potencial hidrico foliar por mas tiempo y marchitarse mas tarde que los genotipos no
resistentes a sequia, manteniendo sus actividades metabolicas con un potencial hidrico
bajo en sus tejidos. Sin embargo, estos efectos varian con la intensidad y severidad de la
sequia (Aroca 2012). Entre los mecanismos de adaptacion a sequia a nivel fisiologico y
bioquimico, se encuentran el ajuste osmotico, la dindmica variable de fitohormonas y el

sistema de defensa antioxidante (Farooq et al. 2009).
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2.3.1.1. Ajuste Osmético

El ajuste osmoético u osmoregulacion es la acumulacion de solutos organicos e
inorganicos bajo estrés hidrico para disminuir el potencial hidrico sin bajar el contenido
de agua de los tejidos (Serraj y Sinclair 2002). Estos solutos, mantienen la presion de
turgencia y a la vez protegen a las enzimas y macromoléculas celulares de los efectos
dafiinos de las especies reactivas de oxigeno (ROS), y no tienen efectos nocivos en
membranas, enzimas u otras macromoléculas, aun en altas concentraciones, por lo que
son conocidos como solutos compatibles. Algunos de estos solutos compatibles son
azucares solubles, alcoholes, prolina, glicina-betaina, 4cidos organicos, trehalosa, etc.

(Cechin et al. 2006).

A nivel celular, el ajuste osmotico que producen los solutos reduce el dafio inducido por
estrés hidrico al mantener la turgencia a nivel foliar para mejorar la conductancia de
estomas, lo cual mantiene la toma eficiente de CO,, y al promover la habilidad de
absorcion de agua por la raiz (Farooq et al. 2009). Ademas, el ajuste osmotico es uno de
los procesos cruciales en adaptacion a sequia, al mantener la actividad metabdlica de los
tejidos y permitir el crecimiento cuando hay rehidratacion (Amudha y Balasubraman

2011).

Cuando el estrés hidrico es progresivo, las plantas contintian perdiendo agua a través de
estomas abiertos y a través de la cuticula. A medida que el agua se va perdiendo,
disminuye la turgencia del tejido foliar, y empieza a darse la marchitez, y luego la

senescencia (Shin et al. 2015).

2.3.1.2. Variacion de Fitohormonas

En plantas sometidas a estrés hidrico, la regulacion del crecimiento varia por alteracion
de la sintesis enddgena de fitohormonas. Para regular el balance hidrico se produce mayor
cantidad de retardantes del crecimiento (ABA vy etileno), a expensas de la produccion de
promotores de crecimiento (auxinas, giberelinas, citoquininas) (Farooq et al. 2009). Los
procesos relacionados a la produccion de ABA seran discutidos en la via de sefializacion
dependiente de ABA desarrollada en el punto 4.1. Las auxinas, por su parte, parecen

cumplir un rol indirecto en las primeras etapas del estrés hidrico induciendo la formacion
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de nuevas raices tras romper la dominancia apical inducida por citoquininas (Peleg y
Blumwald 2011). Sin embargo, en arroz se ha encontrado que el estrés hidrico disminuy6
el contenido de 4cido indol acético por un cambio a nivel transcripcional de los genes
involucrados en la sintesis de auxinas (Du ef al. 2013). En este mismo estudio, se observo
un aumento en la produccion de la enzima acido jazmonico carboximetil transferasa que
incrementd la sintesis de jazmonato de metilo, el cual a su vez puede estimular la
produccion de ABA en condiciones de sequia (Du et al. 2013). Con respecto al acido
salicilico, se ha observado que en Arabidopsis thaliana sometida a estrés osmotico,
induce la produccion de especies reactivas de oxigeno en tejidos fotosintéticos (Borsani
et al. 2001). Ademas, se ha observado que los genotipos mutantes acd6 y cprS,
acumuladores de 4cido salicilico, presentan mayor tolerancia a estrés por sequia al inhibir

la apertura de estomas (Okuma et al. 2014).

2.3.1.3. Sistema de defensa antioxidante

En la mayoria de los organismos aerdbicos el estrés genera ROS que deben ser eliminadas
o detoxificadas por diversas vias seglin su naturaleza. Algunas ROS son altamente toxicas
y deben ser detoxificadas rapidamente, por lo cual las plantas tienen un sistema de defensa
antioxidante, el cual incluye enzimas y metabolitos no enzimaticos (Amudha y
Balasubraman 2011). Los componentes enzimaticos incluyen la superoxido dismutasa,
catalasa, peroxidasa, glutation reductasa, y ascorbato peroxidasa. Dentro de los
componentes no enzimaticos se encuentran el 4cido ascorbico, tocoferol, glutation
reducido, B-caroteno, salicilatos y solutos compatibles (prolina, glicina-betaina,

zeaxantina) segin Aroca (2012).

Para mantener la integridad de la membrana, los radicales O2™ son convertidos a H2O2 y
luego a H20 por la ascorbato peroxidasa, y la glutation reductasa. Ademas, la superdxido
dismutasa cataliza la conversion de Oz a H2O», el cual es reducido por la ascorbato
peroxidasa utilizando el acido ascorbico como donador de electrones (Amudha y
Balasubraman 2011). Los radicales ascorbato producidos son reducidos usando el
glutation reducido (GSH) como donador de electrones en una reaccion catalizada por la
dehidroascorbato reductasa. El glutation oxidado (GSSG) es luego reducido por la
glutation reductasa, usando como coenzima al NADPH, completando el ciclo del

ascorbato-glutation (Meyer 2008). Este mecanismo parece ser mas eficiente que la
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catalasa y peroxidasa para reducir el H2O», y su eficiencia es variable entre el citosol y el

cloroplasto dependiendo del tipo de planta (Aroca 2012).

Los carotenoides estan asociados a los fotosistemas de las plantas y evitan la formacion
de los estados excitados de tripletes de clorofila (3Chl) que se forman a partir de estados
excitados de clorofila simple (1Chl), los cuales reaccionan para formar oxigeno y ROS.
De esta manera, previenen la formacion de O, mediante la disipacion de la energia en
forma de calor por reacciones de epoxidacion y de-epoxidacion (Jahns y Holzwarth
2012). Ademas, se ha demostrado que las plantas resistentes a sequia, muestran un
incremento de niveles de carotenoides, indicando que existe fotoproteccion segin la
cantidad de luz absorbida (MunnéBosch y Alegre 2000). Ademads, los mutantes de
Arabidopsis deficientes en carotenoides son hipersensibles al estrés fotooxidativo

(Havaux y Kloppstech 2001).

Los solutos compatibles se acumulan para proteger la integridad de la membrana y
asegurar la entrada de agua al interior de la célula. Estos incluyen azticares, compuestos
amonios cuaternarios (glicina betaina y alanina betaina), proteinas hidrofilicas (proteinas
abundantes de embriogénesis tardia), proteinas solubles y el aminoacido prolina (Ajum

et al. 2011; Chaves et al. 2003).

2.3.2. Mecanismos Moleculares

La respuesta molecular de las plantas al estrés hidrico, estd dada por la modificacion en
la expresion génica. Durante el déficit hidrico, diferentes tipos celulares responden
incrementando o disminuyendo la expresion de algunos genes (Moreno 2009). Estos
genes codifican proteinas con diversas funciones. Algunas protegen las células del déficit
hidrico al tener funciones metabolicas importantes, en tanto que otras participan en la
regulacion de genes para la transduccion de sefiales en respuesta al déficit hidrico

(Amudha y Balasubraman 2011).

Por lo tanto, los genes regulados implicados en tolerancia a sequia estan clasificados en
dos grupos. El primer grupo codifica proteinas que protegen células y 6rganos del estrés
hidrico, es decir proteinas funcionales involucradas en la estabilizacion de membrana,

proteinas y homeostasis celular. En tanto, el segundo grupo codifica proteinas necesarias
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para la regulacion y transducciéon de la expresion génica, tales como factores de
transcripcion, quinasas y fosfatasas de proteinas y enzimas relacionadas con la sintesis de
ABA (Figura 3; Madhava et al. 2006; Sarwat et al. 2013). Las proteinas funcionales
incluyen proteinas que trabajan directamente en la tolerancia a estrés. Las proteinas
regulatorias son factores involucrados en la regulacion de la transduccion de senal y

expresion génica, que probablemente trabajan en la respuesta a estrés.

Proteinas funcionales Proteinas regulatorias

Canales de agua, transportadores

Enzimas de detoxificacion Factores de transcripcion (DREB2,

g AREB, MYC, MYB, bZIP, NAC, HB, etc.)
Factores de proteccion de

macromoléculas (proteinas LEA, Quinasas de proteinas, fosfatasas
chaperonas) Metabolismo de fosfolipidos
Enzimas clave para sintesis de Biosintesis de ABA

osmolitos (prolina, azlicares)

Proteasas

Figura 3: Proteinas inducidas por estrés por sequia en la respuesta y tolerancia a estrés
por sequia.

Fuente: Shinozaki (2007).

2.3.2.1. Proteinas funcionales

Las proteinas funcionales protegen a las células y 6rganos del estrés hidrico. En este grupo
se incluyen canales de agua e iones, enzimas necesarias para la formacion de solutos
compatibles, chaperonas moleculares, proteinas abundantes en la embriogénesis tardia,
proteinas involucradas en la degradacion de otras proteinas y enzimas colectoras de

especies reactivas de oxigeno, antioxidantes, y solutos compatibles (Ashraf e al. 2009).

Las aquaporinas son proteinas intrinsecas de membrana que facilitan y regulan el
intercambio pasivo de agua a través de las membranas. Estas proteinas controlan el
transporte pasivo de agua entre membranas, y se encuentran de manera normal en la
membrana plasmatica y vacuolar, en especial dentro de la raiz, donde regulan la toma de
agua del suelo (Lian et al. 2004). Sin embargo, el papel que cumplen aun no ha sido
aclarado debido a que se han observado efectos diversos. Por ejemplo, una proteina

plasmatica de membrana intrinseca de Galega orientalis denominada GoPIP1 incremento
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la sensibilidad a sequia sin mostrar variacion cuando las plantas fueron sometidas a estrés
salino en Arabidopsis thaliana (Li et al. 2015). En cambio, plantas de tabaco que
sobreexpresan la proteina PIP1b mostraron incremento en el vigor bajo condiciones
favorables; sin embargo, esta proteina caus6 una marchitez rapida durante estrés hidrico

(Ahaaron et al. 2003).

Las proteinas de choque térmico constituyen otro grupo de proteinas expresadas en estrés
hidrico. Estas proteinas funcionan como chaperonas moleculares que estabilizan la
estructura de otras proteinas al participar en reacciones de plegamiento y ensamblaje
mediados por ATP, especialmente cuando la planta se encuentra en condiciones de estrés

(Aroca 2012).

Las proteinas de embriogénesis tardia (LEA) son proteinas no globulares altamente
hidrofilicas, ricas en glicina y aminoacidos cargados resistentes a la coagulacion y el
efecto de altas temperaturas (De La Cruz et al. 2009). Estas proteinas se acumulan en
altos niveles durante la etapa madura de la embriogénesis, justo antes del inicio de la
desecacion de la semilla. Algunas de ellas, como las dehidrinas, se acumulan en tejidos
vegetativos en respuesta al estrés osmotico generado por diversos agentes ambientales.
Su funcién seria mantener la estructura de proteinas y membranas al agruparse de manera

aleatoria alrededor de estas y secuestrar iones (Moreno 2009).

Durante la sequia, las limitaciones estomaticas de la fotosintesis, reduccion de la cadena
transportadora de electrones fotosintética, fotorrespiracion, forman una cantidad elevada
de especies reactivas de oxigeno, radicales peroxilos de lipidos y otros agentes oxidantes.
El sistema de defensa antioxidante mantiene el balance REDOX (Aroca 2012). Ademas,
la formacién de ROS como moléculas sefalizadoras con funciones en la regulacion del
crecimiento, desarrollo y rutas de defensa (Mittler et al. 2004). El sistema de defensa
antioxidante, el rol de las enzimas colectoras de especies reactivas de ROS, los
antioxidantes y los solutos compatibles y enzimas relacionadas fueron discutidos en el

punto 3.1.3.

La ubiquitina es una proteina involucrada en la degradacion de otras proteinas. La
ubiquitina es una proteina expresada universalmente que se une covalentemente a los

residuos de lisina de diversas proteinas. La ubiquitinacion de proteinas es un proceso que
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depende de 3 enzimas: enzima activadora de ubiquitina (UBA: El), la enzima
conjugadora de ubiquitina (UBC: E2) y la ubiquitina ligasa (E3) que catalizan la adicion
ciclica mediada por ATP de multiples moléculas de ubiquitina a la proteina diana
(Lyzenga y Stone 2012). Las proteinas que se unen a la ubiquitina son reconocidas y
degradadas por el sistema Ubiquitina Proteasoma 26S, lo cual regula procesos de
embriogénesis, morfogénesis y desarrollo de 6rganos (Pokhilko ef al. 2011). Ademas,
remueve las proteinas anormales, regula vias de sefalizacion crucial. En situaciones de
estrés, se ha observado el aumento de ubiquitina en plantas debido a que hay un exceso
en el dafo oxidativo, con la consiguiente necesidad de remover proteinas dafiadas (Guo
et al. 2004). Por ejemplo, en plantas de tabaco la sobre expresion del gen de ubiquitina
de Triticum aestivum Ta-Ub2 mejora la tolerancia a estrés hidrico, favoreciendo un
crecimiento mas vigoroso, sin afectar el crecimiento y desarrollo en condiciones

favorables (Guo et al. 2008).

2.3.2.2. Proteinas necesarias para la regulacion y transduccion de la expresion

génica

La tolerancia a estrés hidrico es un fenomeno complejo que involucra la expresion de
diversos genes, los cuales son inducidos y regulados en condiciones de estrés (Kavar et
al. 2007). Los elementos que cumplen un rol en la regulacion incluyen los factores de
transcripcion, un grupo de proteinas que actiian durante la transduccion de seiales,
capaces de modular la expresion génica mediante la union a elementos de respuesta cis
en la region promotora de diversos genes relacionados a estrés (Singh y Laxmi 2015).
Estos factores estan categorizados en diversas familias denominadas AREB, DREB, ERF,

MYB, WRKY, NAC, bZIP.

Otras proteinas con funciones regulatorias son las proteinas quinasas activadas por
mitdogenos (MAPK) que estan evolutivamente conservadas en la transduccion en cascada
de senales extracelulares al nucleo para un ajuste celular apropiado. Esta cascada consta
esencialmente de tres componentes, una MAPK quinasa quinasa (MAPKKK), una
MAPK quinasa (MAPKK) y una MAPK conectada entre si la fosforilacion (Sinha et al.
2011). En Arabidopsis se ha encontrado que la expresion de AAMEKK1 y AtMPK3 se

incremento por el estrés por la sequia (Mizoguchi ef al. 1996). Ademas, el estrés de sequia
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resultd en la activacion de OsMSRMK?2 y OsMAPKS en plantas de arroz (Xiong et al.
2003, Agrawal et al. 2002).

Los factores de transcripcion cremallera de leucina basica (bZIP) son proteinas con un
dominio conservado compuesto de una localizacion altamente bésica junto a una region
de union al ADN en el extremo amino terminal, y una region rica en leucina para
dimerizacién en el extremo C-terminal (Wang et al. 2015). Estos factores se han reportado
como dependientes de ABA en plantas modelo como Arabidopsis (Joshi 2016). Por
ejemplo, plantas de arroz que sobreexpresan OsZIP16 muestran tolerancia
significativamente mas elevada en las etapas de plantula y macollamiento (Chen et al.

2012).

La proteina de union al elemento de respuesta a acido abscisico (AREB/ABFs o factor de
unidon a ABRE) es un factor de transcripcion importante al modular la expresion de genes
en la via de sefalizacion dependiente de ABA en respuesta a sequia (Madhava et al.
2006). Estos factores de transcripcion actiian sobre un elemento cis ABRE (elemento de
respuesta a ABA) de 8 pares de bases (pb) conservada en la region promotora de diversos
genes PYACGTGG/TC (Yoshida ef al. 2014). Las proteinas AREB/ABFs pertenecen a la
familia de cremallera de leucina basica (bZIP), por lo cual tiene en su estructura un
dominio bZIP y cuatro dominios conservados de fosforilacion para la quinasa treonina
serina (SnRK2), los cuales solo son funcionales luego de su fosforilacion inducida por
ABA (Joshi et al. 2016). En estudios realizados en Arabidopsis (Li et al. 2014), arroz (Oh
et al. 2005) y soja (Barbosa et al. 2013), se ha demostrado que la sobreexpresion del

factor AREB1 mejora la tolerancia a sequia, principalmente durante el periodo vegetativo.

El factor de unién al elemento de respuesta a etileno/APETALA (ERFs) es una familia
de factores de transcripcion caracterizados por un dominio de uniéon al ADN altamente
conservado el cual se une a la caja GCC, una secuencia de ADN involucrada en la
transcripcion en respuesta a etileno (Song y Hou 2013). Esta familia de proteinas ha sido
categorizada en cuatro subfamilias, segiin el nimero y similitud de sus dominios ERF.
Estas subfamilias incluyen Apetala 2 (AP2), proteinas similares a los factores de
transcripcion insensibles a ABA del tipo ABI3/VP1 (RAV por sus siglas en inglés),
proteinas de union a los elementos de respuesta a deshidratacion (DREB), y elementos de

respuesta a etileno (ERF) (Joshi et al. 2016). Estas proteinas se han estudiado por su
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participacion en la respuesta a estrés mediada por etileno en la via de sefalizacion
independiente de ABA (Miiller y Munné-Bosch 2015), estando relacionadas con la
tolerancia incrementada a anoxia, hipoxia y sequia en Arabidopsis y arroz (Pegoraro et
al. 2013). Sin embargo, en arroz, algunos ERF como es el caso de ERF109 parecen afectar

negativamente la biosintesis de etileno y la tolerancia a sequia (Yu et al. 2016).

Las proteinas de unién a los elementos de respuesta a deshidratacion (DREB) y las
proteinas de unidn a las repeticiones C (CBF) son factores de transcripcion que se unen
al elemento de respuesta a sequia (DRE). DRE el cual es un elemento cis conservado de
9 pares de bases (TACCGACAT) reconocida por DREB, en tanto que la secuencia ntcleo
(A/GCCGAC) y un elemento cis llamado repeticiéon C (CRT) pueden ser reconocidos por
DREB y CBF (Singh y Laxmi, 2015). Estos factores de transcripcion activan la expresion
de genes relacionados con la respuesta a estrés corriente abajo en la via independiente de
ABA (Zhao et al. 2006). En contraste con ABRE, una simple copia de DRE es suficiente
para inducir genes en plantas que sufren estrés osmotico. La sobreexpresion de
DREBIB/CBF1 o DREB1A/CBF3 es capaz de inducir la expresion de genes inducibles
por estrés, dando a plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana una mayor tolerancia a
frio y sequia, asi como menor tamano (Kasuga et al. 1999). Por otra parte, los factores de
transcripcion DREB2A tienen afinidad por secuencias A/GCCGACNT y estan
relacionados con la expresion de la regulacion génica bajo estrés por salinidad, en tanto
que DREB2B se unen a regiones ACCGAC, las cuales son altamente inducidos en

respuesta a condiciones de estrés por sequia (Sakuma et al. 2006).

Los factores de transcripcion NAC (proteinas con un dominio no meristemo apical
(NAM) y un dominio cotiledon en forma de copa (CUC2)) son proteinas que constituyen
una de las familias mas grandes de factores de transcripcion en plantas (Nuruzzaman et
al. 2013). Estas proteinas estdn involucradas en diversos procesos de desarrollo y ademas
participan en la sefalizacion de estrés biotico y abiodtico (Singh y Laxmi 2015). Estas
proteinas tienen una regioén conservada NAC en la region terminal N de orientacion al
nucleo, unién al ADN y formacién de homodimeros y heterodimeros, y una region
terminal C variable cuyo rol es la regulacion transcripcional (Joshi et al. 2016). Los
factores de transcripcion NAC interactuan con la secuencia de reconocimiento a NAC
(NACRS) que consiste en la secuencia ANNNNNTCNNNNNNNACACGCATGT, en la

region promotora del gen de respuesta temprana a deshidratacion (ERD1) (Shao et al.
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2015). Muchos NACs estan involucrados en la respuesta a sequia, participando en la ruta

de sefializacion independiente de ABA (Nuruzzaman et al. 2013; Shao et al. 2015).

La familia de factores de transcripcion MY B son proteinas que tienen en su estructura un
dominio de unién a ADN MYB (Abe ef al. 1997). Esta familia se divide en cuatro clases
IRMYB, R2R3MYB, 3RMYB y 4RMYB, siendo los MYB tipo R2R3 tipicos de plantas
(Baldoni et al. 2015). Estos factores controlan procesos diversos como el desarrollo
vegetativo, la forma celular, la morfogénesis de pétalos, la diferenciacion y proliferacion
celular, el desarrollo de tricomas y respuesta a estrés bidtico y abiotico (Ambawat et al.
2013). En plantas, se ha encontrado relacion de estos factores de transcripcion con la
transduccion del gen RD22 (proteina de respuesta a deshidratacion 22) y otras sefiales
mediada por ABA, acido salicilico, 4acido giberélico y 4acido jazmonico (Ambawat et al.
2013; Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki 2007). Los factores de transcripcion MYC
pertenecen a la familia hélice-bucle-hélice basica (bHLH), que se unen al promotor MYC,
relacionado con genes de respuesta a ABA. MYB y MYC parecen regular la expresion

de RD22 y conferir a las plantas mayor sensibilidad a ABA (Singh y Laxmi 2015).

Los factores de transcripcion WRKY han sido reportados en estrés por sequia. Estas
proteinas tienen uno o dos dominios WRKY, involucrados en la unién a ADN. La union
se produce a una secuencia conservada denominada caja W, regulando la expresion
génica (Rushton et al. 2010). Estos factores de transcripcion se han encontrado como
reguladores positivos durante la germinacion de la semilla, estando también asociados a
la sefializacion dependiente de ABA en condiciones de estrés abidtico (Singh y Laxmi
2015). Ademas, se ha encontrado que WRKY40 se une a los promotores de los genes de
factores de transcripcion inducidos por estrés DREB1A/CBF3, DREB2A, y MYB2,

reprimiendo su expresion (Shang et al. 2010).

Otras proteinas con funciones regulatorias son las quinasas de proteinas en la sefializacion
(quinasas de proteinas dependientes de calcio (CDPK), quinasas de proteinas receptoras,
quinasas de proteinas ribosomales, quinasas de proteinas de regulacion de la
transcripcion, quinasa histidina, y proteinas involucradas en el metabolismo de
fosfolipidos) y fosfatasas de proteinas (fosfoesterasas y fosfolipasas) las cuales actian
activando diversas vias enzimaticas e induciendo la expresion de diversos factores de

transcripcion en respuesta a estrés abiotico (Joshi et al. 2016; Zhu 2002).
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2.4. VIAS DE SENALIZACION DE ESTRES HIDRICO

El déficit hidrico es percibido por la planta en las células guardidn o en una zona cercana
a estas, probablemente por una disminucion de los potenciales osmoticos a nivel
intracelular (Madhava et al. 2006). Esto ocasiona la activacion de vias de senalizacion
molecular en respuesta a estrés abidtico, la cual comprende pasos como la percepcion,
transduccion y respuesta a una sefial, combinados con la activacion de reacciones
metabolicas y fisiologicas (Joshi et al. 2016). En este proceso, las plantas son capaces de
percibir los factores de estrés a través de receptores localizados en la membrana celular.
Luego las moléculas de sefializacion receptoras activan a moléculas intracelulares
mediante segundos mensajeros como los iones calcio, inositol fosfato, ROS, AMPc y
GMPc, azucares y oOxido nitrico (Zhu 2002). Estas moléculas inician las rutas de
sefalizacion para transducir la sefal de estrés hidrico a los genes diana. En la Figura 4 se
muestran ejemplos de componentes de sefializacion en cada uno de los pasos. Moléculas
de senalizacion secundaria pueden ocasionar liberacion del receptor mediada por Calcio
(indicada como una flecha de retroalimentacion). Ademads, se muestran ejemplos de los
acompafiantes sefal que modulan las rutas principales. Estos acompaiantes pueden ser
regulados por la ruta principal. La sefializacion puede también ser independiente de Ca2
o de las moléculas sefial secundarias en pasos tempranos de la sefializacion. Abreviaturas:
GPCR, G-receptor acoplado de proteina; InsP, inositol polifosfato; RLK, kinasa similar

al receptor.

| Transmision de sefiales ‘ ’ Ejemplos de componentes | | Sefiales de acompafiamiento

Sefial

} . .
Canales idnicos, quinasa de

w histidina, GPCR, RLK
Segundos .
Ca?* & InsP, ROS, ABA

mensajeros

Prenil/miristoil
transferasas, enzimas de

Cascadas de fosfoproteinas CDPK, SOS2/PKS, MAPK, ubiquitinacién, proteinas
Il fosfatasa de proteinas asociadas al
Factores de transcripcién EREBP/AP2, bZIP, dedos de Zn citoesqueleto, andamios y
| adaptadores
Genes de LEA, transportadoresy enzimas de
respuesta a estrés sintesis de osmolitos, antioxidantes
l Tolerancia a estrés, disminucion del
Respuestas

crecimiento, muerte celular

Figura 4: Ruta general para la transduccion de sefiales de estrés hidrico en plantas.

Fuente: Xiong et al. (2002).
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A nivel molecular, la acumulacion de iones, las variaciones en la turgencia celular y los
productos del dafio por estrés son capaces de activar segundos mensajeros. Estos estan
agrupados en tres categorias funcionales que dan como resultado la expresion de genes

corriente abajo (Zhu 2002).

a. Senalizacion de estrés id6nica y osmotica para el restablecimiento de la homeostasis
celular bajo condiciones de estrés, que se lleva a cabo por moléculas como inositol 3-
fosfato (IP3), diacilgliceroles (DAGs), acido fosfatidico (PA), etc., las cuales a bajas
concentraciones son capaces de inducir aumento de Calcio (Ca™) citoplasmatico y

expresion de genes de respuesta adaptativa corriente abajo (De Wald ef al. 2001).

b. Senalizacion de detoxificacion para controlar y reparar los dafios por estrés, que incluye
eventos como hidrolisis de fosfolipidos, cambios en la expresion de genes de proteinas
LEA, dehidrinas, chaperonas, proteinasas para remover proteinas desnaturalizadas,
activacion de enzimas involucradas en la generacion y retiro de las especies reactivas de

oxigeno, y otras proteinas de detoxificacion (Zhu 2002).

c. Sefializacion para coordinar la division y expansion celular a niveles adecuados a las
condiciones de estrés particulares. La division celular y maquinarias de expansion son
reguladas por sefializacion activa. Estos procesos disminuyen durante estrés hidrico como
resultado de supresion de transcripcion de ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas

(CDKs) e induccion de inhibidores de CDKs (Bursens et al. 2000).

Estas moléculas son capaces de activar diversos mecanismos de tolerancia a través de la
activacion de multiples factores de transcripcion. Dependiendo de los factores de
transcripcion expresados y su dependencia de ABA, se han agrupado dos rutas de
sefializacion que son resumidas en la Figura 5 (Madhava ef al. 2006). En esta Figura Los
factores de transcripcion y los elementos CIS se muestran en Figuras ovaladas y
rectangulares, respectivamente. Abreviaturas: ABA, acido abscisico; AREB, proteinas de
uniéon a ABRE; ABRE, elemento de respuesta a ABA; CE, elemento de acoplamiento;
MYBR, sitio de reconocimiento de MYB; MYC, sitio de reconocimiento de MYC;
DREB, proteina de uniéon a DRE; CBF, factor de union a repeticiones C; DRE/CRT,
elemento de respuesta a la deshidratacién/repeticiones C; LEA, proteinas abundantes en

la embriogénesis tardia.
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/ Estrés hidrico

Ruta dependiente de ABA Ruta independiente de ABA

/

DREB/CBF

? DRE/CRT

HHi-

Enzimas de biosintesis de osmolitos Degradacidn de proteinas
Enzimas de detoxificacion de ROS LEA
Proteinas canal Chaperonas

Genes de respuesta

Figura 5: Factores de transcripcion y elementos CIS involucrados en la expresion de
genes de respuesta a estrés hidrico.

Fuente: Madhava et al. (2006).

2.4.1. Via dependiente de ABA

El ABA, ademas de influenciar en el crecimiento y desarrollo, regula el balance hidrico
y la tolerancia a estrés osmotico (Farooq et al. 2009). En todas las especies, se ha
encontrado un incremento significativo en la cantidad total de ABA al ser sometidas a
estrés, funcionando como un mensajero esencial en la respuesta de la planta a estrés
hidrico (Seiler et al. 2011). Esta hormona es sintetizada en los plastidios y el citosol, a
partir de compuestos carotenoides por enzimas ABA-sintetasas (zeaxanthina epoxidasa,
9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa y aldehido oxidasa) inducidas en los é&pices
radiculares o las células del parénquima de los haces vasculares por estrés salino e hidrico
(Koiwai et al. 2004). Luego, es conjugado en el citosol para ser enviado desde las raices
hasta las hojas. La forma libre puede escapar del xilema a los tejidos circundantes. En el
espacio apoplastico la beta-D-glucosidasa hidroliza el ABA conjugado hacia su forma
libre, lo cual activa un sistema de sefializacion en las células guardian que induce el cierre
de estomas y muchas otras respuestas conocidas (Madhava et al. 2006). La ruta completa
de la biosintesis de ABA es mostrada en la Figura 6. Esta ruta consta de 3 pasos: (a)
Sintesis del precursor de carotenoides en los pasos tempranos de biosintesis del ABA. El
ABA es sintetizado de los carotenoides C40 (fitoeno, {-caroteno, licopeno y B-caroteno).
Los carotenoides son sintetizados de un compuesto C5, IPP. En plastidos, IPP es

sintetizado mediante el DXP del gliceraldehido-3-fosfato y piruvato. (b) Formacion del
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epoxicarotenoide y su clivaje en los plastidios. El primer paso de esta ruta de sintesis de
ABA son los dos pasos de epoxidacion de la zeaxantina para formar transviolaxantina,
catalizada por ZEP. NCED cataliza el clivaje oxidativo de un isomero 9-cis de
epoxicarotenoide como la 9-cis-violaxantina y la 9’-cis-neoxantina para formar
xantosina. Las enzimas que catalizan la formacion la conversion de la trans-violaxantina
a 9-cis-violaxantina o 9’-cis-neoxantina no han sido identificadas. (c) reacciones en el
citosol para la formacion de ABA. Se proponen tres rutas posibles. La primera ruta a
través de ABAId (1) es la que funciona mas probablemente en plantas, como se muestra
por la caracterizacion de Arabidopsis AO, la cual cataliza la oxidaciéon de ABAId. Un
miembro de SDR como ABA2 en Arabidopsis convierte la xantoxina a ABAId. La
segunda ruta via acido xantoxico (2) podria también funcionar. En esta ruta, la xantoxina
es primero oxidada a acido xantoxico por AO y luego el acido xantdxico es convertido a
ABA, presumiblemente por SDR. La ruta (3) via alcohol abscisico parece ser una ruta
alternativa pero es importante en mutantes impedidos en la oxidaciéon de ABAId. Las
enzimas (en rojo) y los nombres compuestos (en negro) discutidos en el texto se muestran
en la Figura 6. Abreviaturas: ABA, acido abscisico; ABAId, aldehido abscisico; AO,
aldehido oxidasa; DXP, 1-deoxi-Dxilulosa-5-fosfato; DXS, DXP sintasa; GGPP,
geranilgeranilpirofosfato; IPP, isopentil pirofosfato; NCED, O9-cisepoxicarotenoide
dioxigenasa; PDS, fitoeno  desaturasa; PSY, fitoeno  sintasa;  SDR,
reductasa/deshidrogenasa de cadena corta; ZEP, zeaxantina epoxidasa. Tomado de Seo et

al. (2002).
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Figura 6: Ruta de la biosintesis del ABA en plantas.
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Cuando hay déficit de agua, hay un incremento en la concentracion de ABA, la cual es
reconocida por los receptores de ABA PYR/PYL/RCARs (pyrabactin
resistance/pyrabactin resistancel- like/regulatory component of ABA receptors). Estos
receptores se encuentran como dimeros y se separan en sus respectivos monomeros al
unirse a ABA (Miyakawa et al. 2013). Los monomeros presentan un sitio de union a la
fosfatasa de proteinas 2C (PP2C), por lo cual, la actividad de PP2C es inhibida (Santiago
et al. 2011). PP2C es un regulador negativo de la senalizacion de ABA que desfosforila
e inactiva a la quinasa de proteinas relacionadas a SNF (SnRK2s) al estar ligada con ella.
Por lo cual al darse la inhibicion de PP2C, las SnRK2s son liberadas en su forma activa,
se acumulan en la célula y fosforilan a diversos componentes, entre los que se cuentan
los canales i6nicos SLAC1 y KATI en las células guardian y el cierre de los estomas
(Geiger et al. 2009; Sato et al. 2009), el factor ABIS durante el desarrollo de la semilla y
dormancia (Nakashima et al. 2009), y los factores de transcripcion AREB/ABEF, en tejidos
vegetativos y tolerancia a estrés y regulacion del crecimiento (Joshi et al. 2016). La
fosforilacion activa a los factores de transcripcion AREB/ABF, dandoles la capacidad de
unioén a la secuencia ABRE de diversos genes, lo cual activa la expresion de los genes
que responden a ABA (Fang y Xiong 2014). Entre los que se encuentran diversas enzimas
relacionadas con la sintesis de osmolitos, proteinas canal, chaperonas, proteinas LEA, y

enzimas colectoras de ROS (Madhava et al. 2006).

Ademas, el ABA induce la expresion de los factores de transcripcion AREB/ABF, MYB
y MYC. Los factores de transcripcion AtMYB2 y RD22BP1 (AtMYC2) actuian sobre las
regiones promotoras MYBR y MYCR respectivamente. Estas secuencias se encuentran
en la region promotora del gen RD22. La activacion de RD22 requiere de la sintesis de
proteinas de novo, por lo cual se dice que la respuesta a sequia mediada por MYB y MYC
ocurre en una etapa tardia de la via dependiente de ABA (Abe et al. 1997). Sin embargo,
se ha observado que no se puede inducir el cierre de estomas completamente al aplicarse
altas concentraciones de ABA, por lo que se ha propuesto una via de sefializacion

alternativa en respuesta a sequia a nivel estomatico (Yokota et al. 2002).
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2.4.2. Via Independiente de ABA

Los factores de transcripciéon involucrados en via independiente de ABA son
DREBI1/CBF y DREB2, los que son expresados de manera efimera poco después que la
planta siente la sequia y regulan de forma positiva los genes diana involucrados en la
tolerancia (Sarwat et al. 2013). El elemento cis involucrado en la secuencia promotora de
los genes diana es el DRE/CRT (Jenks 2005). Este elemento fue caracterizado en
Arabidopsis, en la region promotora del gen RD29A (Madhava et al. 2006) que codifica
para una proteina que se acumula en respuesta a estrés osmotico. Ademads, se ha
observado que DREB2A y DREB2B se inducen mediante la deshidratacion, pero no
durante el estrés por frio, lo cual indica el papel fundamental de DREB2 en la tolerancia
a estrés por sequia (Sarwat et al. 2013). La unién del factor de transcripcion a este

promotor activa la expresion génica en la via independiente de ABA.

A pesar de que la activacion de DRE por estrés osmotico es independiente de ABA, esta
hormona podria ser necesaria para la activacion completa de genes de respuesta a estrés
que contienen el promotor DRE (Jenks 2005). Ambas vias de sefializacion pueden tener
un efecto simultdneo, como se ha postulado al encontrar que en Arabidopsis la region
promotora del gen RD29 contiene los elementos CIS DRE y ABRE, habiéndose
demostrado en experimentos sobre su activacion en protoplastos de hojas de Arabidopsis
que tanto DREBs como ABREs promueven la activacion de la expresion del gen RD29

de manera conjunta (Narusaka et al. 2003).

La expresion de estos genes afecta procesos fundamentales de la célula, aumentando el
empaquetamiento del ADN, biogénesis de ribosomas, y regulacion negativa del
plegamiento de proteinas (Harb et al. 2010), induciendo cambios fisiologicos y
morfologicos como disminucion de la capacidad de fotosintesis, marchitez, cierre de
estomas, redistribucion de nutrientes en la célula y reduccion en el crecimiento y
alargamiento celular, y cuando el estrés hidrico es severo, se puede detener la capacidad
catalitica, llevando a la interrupcion del metabolismo y finalmente a la muerte de la planta

(Shao et al. 2009).
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2.5. ESTRES HIDRICO EN LEGUMINOSAS

Las leguminosas representan la familia vegetal mas utilizada, con 20 000 especies,
teniendo usos diversos que van desde pastizales hasta alimentacion humana (Stacey
2008). Las especies cultivadas incluyen frjiol (Phaseolus sp.), soja (Glycine max),
alverjas (Pisum sativum), mani (Arachis hypogaea), entre otros, representando el 27% de
la produccion primaria mundial, y el 33% del nitrégeno proteico dietario que requieren
los humanos (Graham y Vance 2003). Dentro de esta familia, las leguminosas de granos
constituyen algunos de los cultivos mas susceptibles a las sequias debido a que son
cultivadas en sistemas de produccion de secano, estando expuestas a estrés por sequia

durante su ciclo fenolégico (Rosenzweig y Colls 2005).

En estos cultivos, las sequias pueden afectar en cualquier punto del ciclo fenologico
retardando el crecimiento, o disminuyendo los rendimientos de grano. Sin embargo, los
déficits hidricos que ocurren durante la reproduccion y llenado de granos son mas
devastadores (Delmer 2005; Pushpavalli ef al. 2014). Las sequias terminales afectan al
cultivo mayormente durante el periodo de granos, pero pueden empezar antes de la

floracion (Pushpavalli et al. 2014).

En leguminosas, las sequias moderadas a severas reducen la biomasa vegetal, el
rendimiento de granos, y los componentes de rendimiento (Baroowa y Gogoi 2013). La
magnitud de la reduccion depende de la duracion e intensidad del estrés hidrico,
variabilidad genotipica, y etapa de desarrollo fenologico. Por esto, se han desarrollado
algunos enfoques para mejorar la resistencia a sequia terminal en las leguminosas de
grano y asi reducir las pérdidas en el rendimiento en areas afectadas por sequias. El
mejoramiento en estas especies se ha basado en el desarrollo de caracteristicas para
resistencia a sequia, el cultivo de plantas ciclos de vida cortos y eficiencia de uso de agua.
Para lo cual se han usado 4 enfoques: 1) seleccion y mejoramiento por resistencia a
sequia, 2) mapeo de QTL’s relacionados con resistencia, 3) émicas (transcriptomica,

protedmica, metaboldémica), y 4) el enfoque transgénico (Farooq et al. 2017).
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El enfoque transgénico se ha basado en la prediccion de genes candidatos asociados con
individuos que presentan caracteristicas deseables. De esta manera, ha sido posible
identificar genes de respuesta a estrés en diferentes especies y disefiar leguminosas
resistentes a sequia terminal usando la transformacion genética por transferencia a través
de biolistica o mediada por Agrobacterium. Los genes de mayor interés son aquellos
capaces de mejorar la resistencia a sequia sin reducir el rendimiento. Es asi que se han
desarrollado algunas leguminosas resistentes a sequia utilizando genes aislados de

leguminosas y de otras especies.

Algunas experiencias iniciales involucran el desarrollo de plantas resistentes a sequia
introduciendo productos de genes Unicos que codifican enzimas involucradas en la
modificacion de la membrana lipidica (Kodama et al. 1994), proteinas de embriogénesis
tardia y biosintesis de osmoprotectores (Kavikishore ef al. 1995). Sin embargo, el proceso
depende de factores como la duracion de la sequia, la habilidad para transferir el
mecanismo de resistencia y el efecto sobre la biomasa y rendimiento (Mathur et al. 2009).
Asi mismo, se ha trabajado tanto con los genes que participan en las vias regulatorias,
como con aquellos encargados de la expresion de diversos productos. Por ejemplo, el gen
P5SCSF129A con funciones osmorreguladoras, codifica la enzima D1-pirrolina-5-
carboxilato sintetasa (P5CS) fue introducido en un genotipo de garbanzo, incrementando
la biosintesis de prolina con una reduccion en los radicales libres y niveles de
malonaldehido, pero sin incrementar la acumulacion de biomasa. Ademas, se ha
observado que la introduccion de este gen mejord sustancialmente la eficiencia de
transpiracion en este cultivo (Mathur ez al. 2009). El mismo gen de Arabidopsis ha sido
introducido en plantas de soja transgénicas (P5CS), las cuales mostraron mayor tolerancia
a estrés por sequia debido a un elevado contenido de prolina libre y contenido relativo de
agua, y a una reduccion en el nivel de ROS, particularmente peroxido de hidrogeno (de

Ronde et al. 2004).

Otras experiencias han sido desarrolladas con genes regulatorios, teniendo en cuenta la
sobreexpresion de diversos factores de transcripcion. Dentro de estas, Anbazhagan et al.
(2014) disenaron plantas de garbanzo tolerantes a sequia a través de transformacion
mediada por Agrobacterium. Estas plantas sobreexpresaban el gen DREB1A gobernado
por el promotor rd29A de tolerancia a sequia en Arabidopsis. En dicho trabajo, todos los

eventos transgénicos mostraron incremento en la expresion del gen DREB1A antes de la
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pérdida del 50 por ciento de humedad en el suelo, lo cual mostro la eficacia del constructo
rd29A: DREBI1A en los mecanismos referidos a toma de agua, respuesta estomatica,
eficiencia en transpiracion y arquitectura de enraizamiento en plantas sometidas a estrés
hidrico. Otro de los trabajos sobre resistencia a sequia en leguminosas fue desarrollado
por Xuan et al. (2015). Este trabajo tuvo el objetivo de estudiar el clonamiento y expresion
del gen GmDREB?2 de los cultivares Vietnamitas resistentes a sequia para conocer las
bases para mejorar la tolerancia a sequia en soja en Vietnam. El gen GmDREB2 de
diversos cultivares de soja fue amplificado y clonado. En este trabajo se aislo la region
codificante fue aislada de 6 cultivares de soja, conteniendo 480 pb y codificando 159
aminodcidos. Ademas, se diseiid y transformo en tabaco el vector recombinante 35S-
GmDREB2 y se logré la expresion de la proteina recombinante en 5 lineas de tabaco con
un peso molecular de 20KDa. Con ello, se demostro que GmDREB?2 puede ser expresado

en soja y diversas leguminosas para mejorar la tolerancia a sequia.

2.6. ESTRES HIDRICO EN EL GENERO Lupinus spp.

Las plantas de Lupinus son susceptibles a sequia en todas las fases fenoldgicas del cultivo,

desde la etapa de germinacion, en el estadio de desarrollo vegetativo y reproductivo

(Procrop 2011).

En la etapa de germinacion, la humedad es vital para el establecimiento de Lupinus, dado
que influye sobre el nimero de dias que le toma a una planta emerger. Bajos niveles de
agua reducen la extension del hipocotilo e incrementan el crecimiento de la radicula. Esto
aumenta el suministro de agua a las plantulas, pero restringe la emergencia, reduciendo

la viabilidad, especialmente en suelos duros (Procrop 2011).

Durante el crecimiento vegetativo, Lupinus tiene menor capacidad que cultivos como
trigo, garbanzo y lenteja para realizar ajustes osmoéticos. En cambio, diversas especies de
Lupinus, como L. angustifolius, L. consentinii y otras legumbres perennes muestran
multiples caracteristicas de evasion a deshidratacion (Rodrigues et al. 1995). Las raices
profundas le permiten a Lupinus acceder al agua que se encuentra en las capas mas
profundas dentro del perfil del suelo. Ademas, las plantas de Lupinus pueden reducir la
tasa de pérdida de agua de diversas formas (Procrop 2011). Los estomas de esta planta

son altamente sensibles a déficits hidricos por lo que se cierran mas rapidamente
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(Rodrigues et al. 1995). Por ejemplo, L. angustifolius presenta en la superficie superior
de la hoja dos veces mas estomas que en el envés. Ademas, cuando no hay suficiente
agua, las hojas de Lupinus se enrollan para minimizar la interseccion de radiacion
(Procrop 2011). La marchitez también puede ocurrir, pero en un potencial hidrico mas
elevado que en trigo, de manera que ocurre la pérdida de hojas mayores a medida que la
sequia se vuelve mas intensa (Rodrigues et al. 1995). Las plantas de L. albus sometidas a
déficit de agua muestran senescencia foliar acelerada, pérdida masiva de hojas con
impacto positivo sobre el ahorro del agua (Pinheiro et al. 2008). Si el estrés hidrico no es
severo, las tasas de crecimiento pueden recuperarse completamente si la planta recibe

luego el agua suficiente (Procrop 2011).

Sin embargo, cuando el déficit hidrico es severo, estas plantas son menos capaces de
realizar ajustes osmoticos en el tejido vegetal para mantener su metabolismo (Procrop
2011). Algunos lupinos muestran cambios en metabolitos mayores de 6rganos como
foliolos, peciolos, raices, y tallo; la mayoria de las hojas se pierden y el tallo funciona
como un almacén de reposicion de azucares (glucosa y sacarosa) y aminoacidos
(asparagina y prolina) (Pinheiro et al. 2004). En tallo se ha observado también
acumulacion de carbohidratos solubles como monosacéridos, sacarosa, ciclitoles, y
oligosacaridos de la familia de la rafinosa (Piotrowicz 2007). Ademas, se ha reportado la
produccion y acumulacion de dehidrinas (proteinas de respuesta a deshidratacion, cuyo
papel es conferir tolerancia) en tallo, y durante la maduracion de la semilla (Pinheiro et

al. 2008; Pinheiro et al. 2004).

Los cambios metabolicos especificos de tejidos que ocurren en las diferentes especies de
Lupinus spp. sometidas a estrés hidrico, dependen de la intensidad del estrés y sugieren
multiples estrategias en tejidos diferentes para lidiar con el déficit de agua (Pinheiro et al.
2008). Ademas, el tallo parece funcionar como un 6rgano de almacenamiento temporal
de metabolitos durante sequia (Pinheiro et al. 2004). Cuando el déficit hidrico es
sostenido, el crecimiento de las ramas se hace mas lento y los carbohidratos (asimilados)
se desvian del crecimiento vegetativo a la etapa del desarrollo reproductivo (Procrop

2011).

Por otra parte, si el estrés por déficit hidrico se produce antes de la floracion, o durante

esta etapa, se produce el efecto mas grande sobre el rendimiento. Este estrés ocasiona
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aborto de flores y llenado de vainas deficiente. El estrés hidrico severo puede ademas
acelerar el tiempo de floracion, acortando el periodo de floracion y el llenado de vainas
(Procrop 2011). El déficit hidrico durante las fases del llenado de grano de Lupinus,
origina cambios metabdlicos bastante marcados como desviacion de los fotoasimilados
hacia ciertos 6rganos, y modificacion de la composicion mineral (Carvalho 2005). Estos

cambios originan la reduccion en el rendimiento y la calidad de las semillas.
Otros efectos de la sequia en Lupinus spp., incluyen disminucion de actividad metabolica

en los nodulos, reduccion de sacarosa y desaparicion de granulos de almidon (Comino et

al. 1997).
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIAL VEGETAL

Se utilizaron 25 accesiones precoces y 25 accesiones tardias de tarwi (L. mutabilis Sweet)
(Anexo 1) donadas por el Banco de Germoplasma de Tarwi del INIA-Huancayo. Las
semillas fueron evaluadas y seleccionadas segin el peso de semilla y el grupo de
accesiones con mayor peso de 100 semillas fue considerado para las siguientes etapas. El
material fue sembrado en el tinglado del Programa de Cereales y Granos Nativos de la
Universidad Nacional Agraria La Molina. Las plantulas fueron sembradas usando como
sustrato una mezcla de arena con vermiculita en proporcion 2:1 y regadas con solucion

hidroponica La Molina®.

3.2. SELECCION DE ACCESIONES DE LUPINUS MUTABILIS SWEET
(TARWI) DEL BANCO DE GERMOPLASMA DEL INIA-HUANCAYO.

3.2.1. Seleccion por sobrevivencia a sequia

Las plantas de L. mutabilis se cultivaron en un sustrato de arena con vermiculita (2:1).
Cuando las plantas alcanzaron la 5ta hora verdadera fueron regadas a capacidad de campo
(CC) y el riego se suspendi6 por 10 dias tomando como referencia el trabajo realizado
por Pinheiro et al. (2004) para luego restablecer el riego a capacidad de campo por 6 dias
consecutivos. El experimento consistio de 2 tratamientos: a) el grupo control que se
mantuvo a capacidad de campo y b) el grupo al que se le suspendi6 el riego por 10 dias.
El contenido de agua en el sustrato fue determinado por el método gravimétrico (Reynold
1970). A CC el sustrato tuvo un contenido de agua del 20.89%. Después de 10 dias sin
riego, el contenido de agua en el sustrato fue de 1.51%. Este contenido de agua en el
sustrato fue considerado como una sequia severa (Marchin et al. 2019). Las accesiones
con mayor tolerancia a estrés hidrico fueron seleccionadas en base al porcentaje de

sobrevivencia y peso seco de parte aérea.

3.2.2. Peso seco de la parte aérea
Para esta determinacion, se cortd el tallo a la altura del cuello de la planta y se llevo el
material vegetal a secado por 72 horas a 105° C en estufa. Los pesos fueron determinados

una vez alcanzado el peso constante.



3.2.3. Determinacion del contenido de alcaloides

Para la extraccion de alcaloides se utilizo la metodologia de Muzquiz ef al. (1989). Segiin
la cual a 2 g de semillas de tarwi molido se agregaron 32 ml de la mezcla de éter etilico
(cloroformo: hidréxido de sodio 4N (20:10:2). Se agitd durante 30 min y se dejo reposar
durante la noche. Se filtré en ampollas de decantacion y el residuo se lavé dos veces con
20 ml de éter etilico. A los filtrados se anadiéo 10 ml de 4cido clorhidrico 0.3 N. Los
extractos acidos se llevaron a pH 10 con hidroxido de sodio 4N y se extrajeron con 10 ml
de cloroformo. Los extractos cloroformicos se evaporaron a sequedad (30° C) y el residuo
fue disuelto en 10 mL de metanol. El nivel de alcaloides se cuantificd utilizando el
reactivo de Dragendorff como revelador y el software ImageJ para valorar la intensidad

del revelado.

3.3. CARACTERIZACION DE LA ACCESION P03 DE LUPINUS MUTABILIS
SWEET EN CONDICIONES NORMALES Y DE SEQUIA
La variedad con mayor tolerancia a sequia fue sometida a 10 dias de sequia, momento en

que se evaluo el contenido de elementos y prolina en el tejido vegetal.

3.3.1. Determinacion del contenido de elementos

Durante la etapa vegetativa, cuando las plantas alcanzaron el quinto entrenudo, se
determino el porcentaje de elementos en el Laboratorio de Suelos de la Universidad
Nacional Agraria La Molina a partir de 3 g de tejido seco de muestras. Las muestras
fueron secadas en estufa a 70 °C y posteriormente molidas en molino eléctrico. La
determinacion del nitrégeno se realizd por el método de micro-Kjeldahl modificado,
utilizando la metodologia de Nelson y Sommers (1980) y Jones (1991). El analisis de los
elementos K, Ca, Mg y Na, fue realizado tras digestion via himeda en mezcla nitro-
perclorica. Tras lo cual, se procedio a la lectura por espectrofotometria de absorcion
atomica usando el método de Zasoki y Burau (1977) modificado (ME.LF-03 y ME-
LF09). Para la determinacion de P, se emple6 una modificacién del método de Murphy y
Riley (1962), en la cual se trabajé con el mismo extracto descrito en el parrafo anterior,
el cual, tras reaccion con el reactivo sulfomolibdico fue evaluado por colorimetria con
azul de molibdeno. El azufre se determiné en el extracto anterior por turbidimetria con

cloruro de bario, siguiendo el método de Tabatabai y Bremner (1970).
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3.3.2. Determinacion del contenido de prolina

Durante la etapa reproductiva, cuando los brotes florales alcanzaron el estadio E06
(Altura 13 mm, Didmetro 5 mm, Peso 120 mg), se determiné la concentracion de prolina
en brotes y hojas segun la metodologia de Bates (1973). Se pes6 0.5 g de material vegetal,
tras lo cual, se homogeneizo el tejido con 3 mL de Acido Sulfosalicilico 3% (p/v) en
nitrogeno liquido hasta lograr una pasta fina. El homogeneizado se centrifugé a 13 000
rpm por 10 min, tras lo cual se tomd 1 mL del sobrenadante y se agregé 1mL de ninhidrina
0.1 M (disuelta en 60 ml de acido acético glacial caliente, luego se adicion6 40 mL de
acido fosforico 3M) y 1 mL de acido acético glacial concentrado. La solucion resultante
fue mezclada en un agitador vortex por 20 s, y se llevo a ebullicién en bafio Maria por 1
h. La reaccion fue detenida bruscamente en hielo, dejando reposar las muestras 15 min.
Finalmente, se agregd 3 mL de tolueno para extraer el complejo cromoforo-Prolina y se
volvid a mezclar en agitador vortex durante 60 s. La fase superior fue leida en
Espectrofotometro Genezi a una absorbancia de 520 nm usando como blanco el Tolueno.
El contenido de prolina fue calculado a partir de una curva de calibraciéon con L-Prolina.
Estos resultados sirvieron para establecer el punto de analisis de expresion génica por

ARN-seq.

3.4. ANALISIS DE DATOS

A menos que se indique lo contrario, la unidad experimental fue una maceta con cuatro
plantas acomodadas en un disefio completamente al azar (DCA), con modelo aditivo
lineal Yij = p + ti + €ij, donde Yij es la respuesta, p es la media del experimento, i es el
efecto de tratamientos y €ij es el error experimental. Los resultados fueron procesados
con el software estadistico SAS (https://www.sas.com) para establecer las diferencias
significativas entre tratamientos, mediante el andlisis de varianza y las comparaciones

multiples fueron hechas con HSD de Tukey.

3.5. ARN-SEQ DE NOVO DE LOS BROTES VEGETATIVOS

3.5.1. Tratamientos

Las plantas de la accesion seleccionada fueron desinfectadas y germinadas utilizando el
método descrito en la seccion Material vegetal. Se sembraron cinco plantulas en cada
maceta de plastico, usando el sustrato descrito en la seccion Material vegetal. El cultivo

se realizo en condiciones controladas a 25 °C de temperatura con un fotoperiodo de 16:8
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horas luz:oscuridad. Al alcanzar los cinco entrenudos, las plantas recibieron uno de los

dos tratamientos siguientes:

Tratamiento 01: Plantas con riego a capacidad de campo

Tratamiento 02: Plantas sin riego por 10 dias.

Transcurridos los 10 dias, se cosech¢ la parte apical de las plantas para la extraccion del
ARN total. Para minimizar la variacién entre muestras, se hizo un pool de tejidos apicales
de la parte aérea de 10 plantas diferentes. De manera que se utilizaron 3 repeticiones de
cada una de las unidades experimentales, las cuales estuvieron compuestas por 2 macetas

con cinco plantas cada una.

3.5.2. Extraccion de ARN, construccion de las librerias y secuenciamiento

La extraccion de ARN total y la remocion de ADN gendmico se hicieron segun las
indicaciones del kit Direct-zol™ RNAMiniprepPlus (ZYMO RESEARCH, Irvine, CA).
La calidad del ARN extraido es presentada en el Anexo 3.

El manejo y preparacion de la libreria de ARN-Seq, y el secuenciamiento de proxima
generacion (NGS) fueron hechas por MACROGEN Inc.,, Seoul, Korea
(http://macrogen.com). El experimento incluyd 2 tratamientos con 3 repeticiones cada

uno, lo cual origino 6 librerias de ARN-seq.

3.5.3. Filtrado de reads, ensamblaje de novo y analisis de expresion diferencial

Los reads pareados en crudo, fueron examinados para obtener reads de alta calidad. Para
ello, se realizo el filtrado de los reads de baja calidad (score Phred de calidad>30), la
remocion de adaptadores Illumina y contaminacion por PCR utilizando FastQC
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Al carecer de genoma de
referencia para L. mutabilis, los datos fueron unidos con los reads provenientes del

experimento de Ramos et al. (2020), para obtener un ensamblaje mas completo.
El ensamblaje de novo del transcriptoma se realizd utilizando el software Trinity

(Grabherr et al. 2011), de acuerdo con el protocolo de andlisis de ARN-seq (Haas et al.
2013). La cantidad de cada transcripto fue estimada por RSEM (Haas et al. 2013).
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Utilizando TransDecoder (Haas et al. 2013), se identificaron los ORFs con mas de 200pb,

para predecir los genes a partir de los ensamblados.

3.5.4. Anotacion y enriquecimiento

Las funciones putativas para las secuencias unicas fueron alineadas en BLASTX contra
la base de datos de secuencias proteicas no redundantes (ntNCBI), utilizando un valor
E<le-20, porcentaje de identidad >50% y porcentaje de cobertura del gen >50%. Los
genes diferencialmente expresados (DEGs) fueron identificados utilizando el paquete

EdgeR (Robinson ef al. 2010).

La anotaciéon mediante términos de Ontologia Génica (GO), que incluyd Funcion
Molecular, Proceso Biologico y Componente Celular, asi como el analisis de

enriquecimiento de los DEGs, se realizé de acuerdo a Alafiatayo et al. (2020).

3.5.5. Filtrado de genes segun la base de datos de sequia DroughtDatabase

Los genes diferencialmente expresados con valores de log2FC mayores de 2, menores
que -2 y con FDR<0.05 fueron curados de forma manual para asegurar mayor precision.
Para ello, se us6 como referencia la base de datos de sequia (DroughtDatabase;
http://pgsb.helmholtz-muenchen.de/droughtdb/drought db.html; Alter et al. 2015) y las
bases de datos: Recursos de Informacion de Arabidopsis (TAIR; www.Arabidopsis.org)
y el Sistema de Informacion de Leguminosas (LIS; www.legumeinfo.org). La
clasificacion de las rutas se realiz6 de acuerdo a Alter ef al. (2015) en dos grandes grupos:
genes que codifican para proteinas funcionales y genes que tienen funcidn regulatoria. El

flujograma del analisis de ARNseq de novo es mostrado en la Figura 7.

3.5.6. Analisis de datos
Los valores de FPKM fueron procesados con el software estadistico SAS
(https://www.sas.com) para establecer las diferencias significativas entre tratamientos,

mediante el andlisis de varianza y las comparaciones multiples fueron hechas con HSD

de Tukey.
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Figura 7: Flujograma del analisis de ARNseq de novo.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. SELECCION DEL MATERIAL VEGETAL

La seleccion y cruzamiento de genotipos que presenten caracteristicas de resistencia a
sequia es una de las estrategias mas importantes para minimizar los dafos causados por
este factor e incrementar la productividad en los cultivos (Condon et al. 2004). Estos
genotipos podrian presentar alelos que proporcionan tolerancia a estrés hidrico. Por esta
razdn, en el cultivo de Lupinus, se ha buscado genotipos que expresen diversas estrategias
de resistencia a sequia (Palta et al. 2016). Particularmente, la estrategia 6ptima para las
condiciones de secano en que se cultiva Lupinus seria el escape, es decir que las plantas
de Lupinus completen su ciclo de vida antes de que ocurran déficits de agua severos
(Slabu et al. 2010). El uso del escape a la sequia implica seleccionar los genotipos de
Lupinus mas precoces a floracion que mantengan caracteristicas agronémicas deseables.
En las leguminosas de grano, una de estas caracteristicas a tener en cuenta es el peso de
100 semillas, el cual esta correlacionado con el rendimiento en L. mutabilis (1=0.924)
(Zou, 2009). Es asi que al evaluar los dos grupos de accesiones (precoces y tardias) de L.
mutabilis (tarwi) provistas por el Banco de Germoplasma de Tarwi del INIA-Huancayo
(Anexo 1), se observd que las accesiones caracterizadas como precoces presentaron
diferencias significativas, con mayor peso de semilla 25.60 g/100 semillas, en contraste

con las accesiones consideradas tardias 22.77 g/100 semillas (Figura 8A).

Dado que la precocidad es una estrategia de escape frente al estrés hidrico (Meyre et al.
2001), se sometieron a las accesiones precoces a sequia progresiva por espacio de 10 dias
y se regaron nuevamente las plantas, se observé una gran diferencia en el porcentaje de
sobrevivencia de las plantas (Figura 8B). Tal como se describi6 en la seccidon Materiales
y Métodos, el contenido hidrico del sustrato a CC fue de 20.89%, en tanto que, al cabo
de 10 dias de sequia progresiva, este valor alcanz6 1.51%, lo cual fue considerado como
una sequia severa (Marchin et al. 2019). Un elevado porcentaje de sobrevivencia a sequia
es una caracteristica deseable en la busqueda de cultivos resistentes a estrés hidrico
(Farooq et al. 2009). Por esta razén, se consideraron en la prueba de comparacion de
medias las accesiones que presentaron por lo menos 50% de sobrevivencia a sequia

(Figura 8C). Las accesiones P03, P23 y P24 presentaron mayor sobrevivencia a sequia



(83.33% de las plantas en promedio), seguidas por P09 y P18 (75% de sobrevivencia a
sequia) con las cuales no se hallaron diferencias significativas. La accesion P11 mostro
una sobrevivencia a sequia de 50%, lo cual fue menor estadisticamente que los valores de
las accesiones mencionadas previamente. En tanto, la variedad comercial Andenes mostro
una respuesta a sequia muy limitada, alcanzando una supervivencia de 8.33% de plantas
en promedio. Las accesiones P04, P13, P17, P20, P21 y P25 no sobrevivieron a la sequia
progresiva impuesta. La tolerancia mostrada por las accesiones que sobrevivieron a
sequia puede haberse debido a diferentes mecanismos fisioldgicos y moleculares que
permitirian a estas accesiones producir en condiciones de déficit hidrico, y de esta manera
responder para reducir las posibles pérdidas ante sequias eventuales (Farooq et al. 2009).
Es asi que, al haber mostrado mayor sobrevivencia, se tomaron las accesiones P03, P09,
P18, P23 y P24 para continuar con la seleccion por el peso seco de la parte aérea bajo

estrés hidrico por sequia.

En la siguiente etapa, las accesiones con mayor sobrevivencia a sequia (P03, P09, P18,
P23 y P24) fueron evaluadas y seleccionadas segtin el peso seco de la parte aérea. En la
Figura 8D, se observa que la accesion P18 presentd mayor peso seco medio (2.29 g),
mostrando valores estadisticamente similares a Andenes (2.05 g), P03 (2.00 g), P09 (1.94
g)y P24 (1.82 g); sin embargo, se encontraron diferencias significativas (p<0.05) de P18,
P03 y P09 al ser comparadas con la accesion P23 que mostré los valores de peso seco
mas bajos (1.35 g). El valor menor en la biomasa de P23 en respuesta a estrés hidrico
puede deberse a la minimizacion del uso de agua como medida de adaptacion, lo cual esta
generalmente relacionado con la reduccion en el rendimiento potencial de un cultivo
(Blum, 2005). Ademas, muchos cultivos susceptibles a sequia, tienden a mostrar una
disminucién de su biomasa y crecimiento, siendo la acumulacion de materia seca uno de
los parametros afectados de forma mads notoria durante el estrés abiotico (Amudha y
Balasubramani 2011; Cerekovic et al. 2013). Por otra parte, la mayor adquisiciéon de
materia seca, es una caracteristica de resistencia a sequia que también ha sido relacionada
con movilizacion de carbono a los productos de cosecha y con mayores rendimientos en
condiciones de estrés (Condon ef al. 2004). De esta manera, estas diferencias indicarian
la capacidad de las accesiones P03, P09, P18 y P24 para producir mayor biomasa en
condiciones de déficit hidrico, lo cual puede contribuir a asegurar los rendimientos con
una cantidad de agua limitada (Amudha y Balasubramani 2011), sobre todo si se tiene en

cuenta que, en leguminosas como frijol comun, se ha establecido que una mayor biomasa
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en condiciones de déficit hidrico, contribuye a un mayor rendimiento de granos (Polania
et al. 2016). Ademas, el estudio de Slabu et al. (2010), determina que los cultivares de L.
albus que presentan mayor tolerancia a sequia son aquellos que tienen una reduccion
menor de su biomasa al ser expuestos a una sequia sostenida del 40 por ciento de la
capacidad de campo durante 4 semanas. Cabe mencionar que en el estudio de Rodrigues
et al. (1995) en Lupinus albus, se encontrd que las plantas sometidas a sequia mostraban
signos de marchitez, respondiendo a las condiciones impuestas con una pérdida
considerable de area foliar en las accesiones mas tolerantes a sequia, en tanto que el peso
seco del tallo se increment6 en mas del 50% en todas las plantas estresadas; por lo que
dicho estudio concluye que el particionamiento de biomasa hacia las raices y el tallo,
representa una respuesta adaptativa importante a condiciones de sequia en L. albus. En
contraste, en el presente estudio, no se observo una pérdida considerable de area foliar en
la mayoria de accesiones sometidas a estrés hidrico, de manera que la estrategia

adaptativa de L. mutabilis parece ser mas variable en este aspecto.

Las accesiones precoces con mayor porcentaje de sobrevivencia a sequia y biomasa (P03,
P09, P18 y P24) fueron luego analizadas segun la cantidad de alcaloides en semilla
medida a través de la intensidad de la prueba de Dragendorff. Esta prueba permite
distinguir las semillas con mayor contenido de alcaloides, lo cual es considerado como
uno de los problemas mas serios en L. mutabilis, ocasionando una baja demanda de esta
leguminosa (Jacobsen y Mujica 2006). Los resultados muestran que la accesion P03,
presentd la menor intensidad de coloracion (49442 UR; Figura 1E), lo cual indica que
presenta menor contenido de alcaloides. Sin embargo, se debe tener en cuenta que los
alcaloides son compuestos nitrogenados derivados del metabolismo de aminoacidos
(Aniszewski, 2007) cuya cantidad parece estar relacionada con el contenido de proteinas
y otras caracteristicas agronomicas de importancia en Lupinus. Un ejemplo claro es dado
por Christiansen et al. (1997), cuyo trabajo demostr6é que el contenido de alcaloides en
semillas de L. angustifolius esta correlacionado de forma negativa al peso de la semilla,
y que su nivel se incrementaba en condiciones de sequia. Jansen et al. (2012) estudia la
relacion que existe entre el contenido de alcaloides, proteinas y rendimiento en Lupinus
angustifolius, siendo todas estas caracteristicas influenciadas considerablemente por el
nivel de pH del suelo. Ademas, los Lupinus con mayor contenido de alcaloides parecen
tener una mejor capacidad adaptativa y producir mayor numero de semillas (Cowling et

al. 1998). Respecto a la naturaleza genética de esta caracteristica, se han realizado
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diversos trabajos que han resaltado la naturaleza monogénica de esta caracteristica. Entre
estos se encuentra el trabajo de Lin ez al. (2009), que reporta que en L. albus, se ha logrado
identificar e incorporar en diversas variedades mejoradas 3 genes responsables de conferir
bajo contenido de alcaloides en semillas (Pauper, Exiguus, y Nutricius), los cuales
presentan herencia mendeliana. De entre estos genes, Pauper confiere menor contenido
de contenido total de alcaloides (20 mg de alcaloides totales Kg™') (Harrison y Williams,
1983), pudiendo ser identificado a nivel molecular por el marcador especifico de PCR
‘PauperM1°’. En tanto que en L. angustifolius se ha reportado el gen lucundis (luc), el
cual controla la produccién de alcaloides, y en su forma recesiva resulta en la produccion
de semillas dulces (Palta y Berger 2008). Por lo expuesto y teniendo en cuenta que hay
un numero de caracteristicas que parecen estar ligadas, es de importancia encontrar
genotipos que presenten un bajo contenido de alcaloides manteniendo caracteristicas
agrondémicas de importancia. En ese sentido, la accesion P03 es una accesion promisoria
que ademas de poseer las ventajas de elevada sobrevivencia a sequia y peso seco luego

de sequia, podria presentar alelos especiales que confieren niveles bajos de alcaloides.
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Figura 8. Seleccion de accesiones de L. mutabilis Sweet (tarwi) del Banco de
Germoplasma del INIA-Huancayo. A) Peso de 100 semillas de accesiones precoces y
tardias. B) Porcentaje de sobrevivencia mayor al 50% en accesiones precoces después
de 12 dias de sequia y 3 dias de rehidratacion. La comparacion de medias se realizé con
los datos transformados (Log (%+1)). C) Respuesta de accesiones precoces a sequia
luego de 3 dias de rehidratacion. D) Peso seco de la parte aérea de las accesiones con
sobrevivencia a sequia mayor a 50%. E) Contenido de alcaloides en semillas de las
accesiones precoces con mayor porcentaje de sobrevivencia y peso seco de L. mutabilis,
comparadas con L. albus (control negativo) y soluciones estdndar de esparteina (0%,
0.05%, 1%, 10%). Letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba

HSD de Tukey (p<0.05). Las lineas sobre las barras expresan la desviacion estandar.
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4.2. SEQUIA EN ETAPA VEGETATIVA

4.2.1. Progresion del desarrollo en sequia y rehidratacion

El estrés hidrico afecta el crecimiento y desarrollo de especies como L. albus,
ocasionando variacion en parametros como el crecimiento (niumero de hojas, area foliar),
diversos pardmetros fisiologicos (estado hidrico foliar, contenido relativo de agua,
conductancia de los estomas y tasa neta de fotosintesis) y componentes del rendimiento
(produccion de semillas) de L. albus, fueron afectados por la sequia (Ramalho y Chaves
1992; Rodriguez et al. 1995 y Pinheiro et al. 2004). Estos resultados concuerdan con el
presente trabajo, en el cual las plantas de la accesion P03 de L. mutabilis fueron afectadas
(Figura 9A), disminuyendo su crecimiento y mostrando marchitez a nivel foliar. La
rehidratacion de las plantas sometidas a sequia, promovid una reanudacion de su
crecimiento, existiendo reversion de marchitez, principalmente en las hojas mas jovenes.
Lo cual podria deberse a que cuando se riega después de un periodo de estrés, existe un
incremento de la mineralizacion y crecimiento (He y Dijkstra 2014). En el caso de los
lupinos, esta reportado que en L. albus, L. angustifolius y L. luteus, el déficit hidrico esta
relacionado con una senescencia foliar dramatica, superior al 50 por ciento del total del
follaje (Rodrigues et al. 1995). Estos resultados también tienen concordancia con lo
reportado por Pinheiro et al. (2004), quienes evaluaron el crecimiento de L. albus al ser
sometido a sequia y luego de la rehidratacion, encontrando que las plantas sometidas a
condiciones de sequia pierden rapidamente las hojas maduras, puesto que la planta
almacena compuestos en el tallo. Este 6rgano actia como un almacén de biomasa,
acumulando metabolitos como glucosa, sacarosa, asparagina y prolina, que podrian ser
fuente de esqueletos carbonados que permiten a la planta recuperarse una vez que se

reanuda el riego.

4.2.2. Contenido de elementos en la parte aérea en condiciones normales y sequia

Los nutrientes minerales necesarios para el crecimiento y desarrollo ptimo de las plantas
presentan concentraciones variables en el suelo. Por ello, las plantas han desarrollado
mecanismos que les permiten mantener la absorcion de nutrientes segun sus necesidades,
en vez de segun la concentracion de estos elementos en la rizésfera (Nath 2015). Sin
embargo, el estrés hidrico es capaz de afectar la absorcion de nutrientes. Durante déficit
hidrico, existe un aumento en la concentracion de solutos fuera de la raiz, comparado con

el ambiente interno, lo que origina osmosis reversa y disminucion del contenido hidrico
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al interior de la raiz (Waraich et al. 2011a). Esto les impide absorber cantidades 6ptimas
de nutrientes, lo cual altera el metabolismo y la concentracion de elementos en la planta
(Ciriaco et al. 2011). Por esta razon, las concentraciones de elementos en el tejido vegetal
son un indicador importante de la limitacion en la absorcion impuesta por el factor de
estrés sobre la planta (He y Dijkstra 2014). Actualmente 17 nutrientes se consideran
esenciales para que las plantas completen su ciclo de vida (Waraich et al. 2011Db).
Elementos que han sido divididos en dos categorias. Los macronutrientes incluyen el
Carbono (C), Hidrogeno (H), Oxigeno (O), N, P, K, Ca, Magnesio (Mg) y Azufre (S).
Los micronutrientes son el Zinc (Zn), Cobre (Cu), Hierro (Fe), Manganeso (Mn), Boro
(B), Molibdeno (Mo), Cloro (Cl) y Niquel (Ni). En el presente trabajo, las
concentraciones de los elementos P, K, Ca, Mg y Na en condiciones de sequia mostraron
diferencias significativas con respecto a las plantas del grupo control de la parte aérea de
la accesion P03 de L. mutabilis. (Figura 9B). Esta variacion podria deberse al aumento en
la translocacion de hojas senescentes hacia las hojas mas jovenes, como resultado de la
activacion de mecanismos de respuesta de la planta ante el estrés hidrico (Pinheiro et al.
2001), puesto que estos nutrientes no solo son necesarios para el crecimiento vegetal y
desarrollo, sino también para aliviar diferentes tipos de estrés abiotico, como la sequia
(Waraich et al. 2011a). Es asi que el estado mineral de la planta cumple un rol esencial
que les permite desarrollar un amplio rango de mecanismos de resistencia y adaptativos

para mantener la seguridad y productividad en condiciones de estrés (Marschner 2012).

4.2.2.1. Nitrogeno

El N es un elemento esencial para las plantas, pues forma parte de aminoacidos, enzimas,
acidos nucleicos, clorofila y alcaloides, siendo el elemento del suelo mas absorbido por
las plantas en condiciones normales de cultivo. Por esta razon, también es el componente
que con mas asiduidad se encuentra de manera deficiente en la mayoria de los cultivos en
todas las partes del mundo (Balta et al. 2015). Tiene influencia en la floraciéon y
fructificacion y, por ende, en el rendimiento del cultivo. El nitrégeno puede ser absorbido
por las plantas en la forma de nitrato (NO3) o amonio (NH4"), segiin la especie vegetal
(Coraspe et al. 2009), siendo absorbido principalmente como NH4" por plantas del género
Lupinus (Procrop 2012). Dentro de la planta, el N tiene una accioén directa sobre el
incremento de la masa seca al favorecer el desarrollo del tallo, el crecimiento del follaje
y contribuir en la formacion de frutos y granos (Balta ef al. 2015). Su concentracion en

los tejidos esta altamente corrrelacionada con la absorcidon por parte de la planta, por lo
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cual, en condiciones de estrés, se observa variacion en los niveles de nitrégeno
(Marschner 2012). Las plantas de la accesion P03 sometidas a sequia mostraron valores
de N (2.98%) ligeramente mayores, pero estadisticamente similares a los de las plantas
bien hidratadas del grupo control (2.76%). Estos resultados concuerdan con lo reportado
por Chapin y Baarten (1986), quienes sefialan que la concentracion de N en dos especies
de Lupinus es elevada (2.8-3.9%). En Lupinus, el ligero aumento en el contenido de N
estd reportado por Pinheiro et al. (2001), quienes encontraron que este elemento se
incrementaba como parte un mecanismo de adaptacion a sequia. Dado que esté reportado
que las variaciones en el metabolismo de N en Lupinus afectan a componentes del
crecimiento, como la tasa de expansion foliar, nimero de hojas y tamafo (Procrop 2011),
estos resultados podrian indicar que la accesion P03 tiene un mecanismo que le permite
mantener la eficiencia en el metabolismo de N bajo sequia, estrategia de respuesta a estrés
hidrico que complementaria a la estrategia de escape dada por la precocidad de esta
accesion y le conferiria una ventaja ecoldgica en ambientes sometidos a condiciones de

estrés (Marschner 2012).

Por otra parte, los niveles de N en la parte aérea de L. mutabilis en el estudio podrian
haberse mantenido gracias a su movilizacion entre diversos tejidos para evitar su pérdida.
La sequia promueve el transporte de este elemento hacia el tallo en forma de aminoécidos
como asparagina y a su inclusion en la prolina, que aparece en todos los tejidos vegetales,
especialmente en hojas jovenes y tallo. Al reanudarse el riego, estos compuestos pueden
funcionar como reserva y fuente de carbono (Pinheiro ez al. 2004). Ademas, este elemento
estéa relacionado con la eficiencia fotosintética, de manera que su déficit, activa una ruta
de glucolisis alternativa que produce malato. Este compuesto se incrementa en plantas
que presentan ajuste osmodtico como estrategia de resistencia a sequia (Patonnier et al.
1999; Foyer et al. 2003); sin embargo, en L. albus sometido a condiciones de sequia, se
ha encontrado que la concentracion de malato disminuye, especialmente en foliolos y
raices, lo cual indica que el ajuste osmdtico no es un mecanismo relevante de tolerancia
a estrés hidrico en esta especie (Pinheiro ef al. 2004). Por lo que se puede inferir que el N
no esta relacionado a la activacion de rutas bioquimicas relacionadas con el ajuste
osmotico en esta especie. Dado que la absorcion de amonio se realiza a través de los
transportadores de NH4+ (AMT), los niveles encontrados en el presente estudio pueden
deberse a la sobreexpresion de esta proteina impuesta por las condiciones de sequia, tal

como fue demostrado en Triticum aestivum L. por Duan et al. (2016) quienes encontraron
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que la concentracion del transportador TaAMT1.2 era inducida por sequia. Se debe
mencionar también, que el N es un elemento que tiene capacidad de movilizacién
relativamente elevada una vez que se encuentra en forma de NO3 o NH4" (Ahmad et al.
2011), por lo cual una vez en el sustrato, pudo haber seguido siendo absorbido por las

raices.

4.2.2.2. Fosforo

El Fosforo (P) es uno de los elementos menos méviles en los suelos, encontrandose en
menor cantidad comparado con el N y K, y siendo el segundo nutriente mas deficiente en
las plantas, luego del N (Ahmad et al. 2011). Se debe tener en cuenta que, en el sustrato
utilizado, carente de P, y al utilizar la solucion nutritiva, el P se encontraba en forma de
fosfato (P1) para las plantas de tarwi. Bajo esta forma, el P es extraido del suelo en
concentraciones micromolares y transportado entre membranas y compartimentos
intracelulares por cotransportadores especiales de protones y fosfato (Schachtman et al.
1998; Shenoy y Kalagudi 2005). Dentro de la planta, el P se mantiene en concentraciones
constantes de 5-10 mM a nivel citosolico (Mimura 1995), siendo el elemento principal
involucrado en los procesos energéticos vegetales (Palta 2000). A nivel molecular, este
elemento es esencial por ser un constituyente de los 4cidos nucleicos, fosfolipidos,
fosfoproteinas, por lo cual, es necesario para procesos que incluyen el almacenamiento y
transferencia de energia, fotosintesis, la regulacion de algunas enzimas y el transporte de
carbohidratos (Hu y Schmidhaler 2001). Este elemento es de vital importancia por el rol

que cumple el ATP en la recuperacion de las plantas sometidas a sequia (Palta 2000).

En condiciones de estrés hidrico, tales como las impuestas a las plantas de tarwi, existe
reduccion en la humedad del suelo, que puede reducir la absorcidon de nutrientes al inhibir
la mineralizacion y la difusion de nutrientes y el flujo de masa en el suelo (He y Dijkstra
2014). Debido a la sequia, el suministro de P se limita, por lo cual el proceso de
movilizacion de Pi se realiza a través del tonoplasto (Schachtman et al. 1998). En estas
condiciones, se induce la expresion de los cotransportadores proton/fostato (H+/H2PO4)
denominados PTH1 y PTH2 en la raiz que conlleva a un aumento en la capacidad de este
organo para tomar el P (Shenoy y Kalagudi 2005). La induccion de estas proteinas y su
sobreexpresion es tratada en la seccion Hidrolasas 4cido-anhidrido (Figura 20). También
se debe tener en cuenta que, en el presente trabajo, el P fue agregado a las plantas de tarwi

del grupo control junto con la solucidon nutritiva, en tanto que las plantas sometidas a
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sequia dejaron de percibir este elemento. Lo cual podria explicar por qué la absorcion de
este elemento no pudo incrementarse por, lo cual probablemente explica la reduccion en
los niveles de P en la parte aérea de las plantas sometidas a estrés hidrico (0,37%), en
comparacion con las plantas control (0,65%). Estos valores, son elevados, al ser
comparados con el porcentaje de P =0.2% en L. lepidus y L. latifolius (Chapin y Baarten
1986).

La disminucion de P en esta etapa del desarrollo también podria deberse a su absorcion
disminuida por parte de la planta. Se debe tener en cuenta que los bajos niveles de P
afectan mas al desarrollo reproductivo, retardando el tiempo de floracion y reduciendo el
numero de flores en la inflorescencia; en comparacion a los dafos en la etapa de desarrollo
vegetativo de Lupinus durante la cual la deficiencia de este elemento disminuye la
aparicion de hojas, lo cual retarda el crecimiento (Procrop 2011). En la etapa vegetativa,
la determinacion de los niveles de P da informacién sobre el estado energético y
crecimiento de la planta al estar relacionada con la concentracion de ATP, acidos
nucleicos y membranas plasmaticas, por lo cual la reduccion de este elemento en

condiciones de estrés hidrico es un resultado esperado.

A nivel molecular, la disminucion del P, seria capaz de activar rutas metabolicas alternas
en genotipos tolerantes. Segun el uso de P, los cultivares pueden ser clasificados como
eficientes (mayor rendimiento que otros cultivares con suministros de P disminuido) y/o
receptivos (con mayor rendimiento que otros cultivares cuando hay mayor disponibilidad
de P (Gerloff 1977). Dado que la accesion P03 de L. mutabilis fue capaz de reanudar su
crecimiento tras la sequia y el consecuente déficit de P impuestos, esta accesion podria
ser considerada como eficiente en uso de P. De esta manera, estas plantas pueden ser
capaces de inducir la sintesis de enzimas que les permiten realizar la glucdlisis siguiendo
la ruta que no requiere P, conocida como ruta de no fosforilacion. En esta ruta acttia la
enzima citosolica Gliceraldehido 3 fosfato NADP oxidorreductasa dependiente de NADP
que no fosforila (GAPDHN, EC 1.2.1.9), la cual no utiliza Pi (Valverde y Serrano 1999).
Ademas, en diversas plantas se ha reportado un incremento de los transcriptos de ARNm
del cotransportador de Pi (VPT1 o PHT5.1) en tonoplasto, que conlleva a un aumento en
la movilizacion del P desde la vacuola hasta el citosol (Schachtman et al. 1998; Shenoy
y Kalagudi 2005). Actualmente, las estrategias de mejoramiento permiten seleccionar a

los cultivares receptivos, pero no a los eficientes. Para mejorar la eficiencia de uso de P,
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se deben conocer y mejorar los caracteres que la componen, como la adquisicion de P
(absorcidn y uso), traslocacion (transporte, compartimentalizacion y remobilizacion), y
utilizacion interna. Existen variaciones inter e intra especificas en estas caracteristicas, y
se sabe que estan bajo control genético y fisioldgico, pero modificados por interacciones

planta ambiente (Shenoy y Kalagudi 2005).

Cabe mencionar, con respecto a N y P, que debido a que la sequia afecta mas a la toma
de P que a la absorcion de N, las plantas sometidas a estrés hidrico presentan un
incremento en la relacion N:P (He y Dijkstra 2014). Este mismo patron fue encontrado
en el presente trabajo, en el cual las concentraciones de N en la parte foliar no mostraron
diferencias significativas cuando las plantas fueron sometidas a sequia. En tanto que la

concentracion de P disminuyo significativamente en condiciones de sequia.

4.2.2.3. Potasio

El Potasio (K) es el nutriente vegetal mas abundante presente en las plantas,
representando entre el 2 y el 10 por ciento de su peso seco (Nath 2015). Este elemento
puede acelerar el flujo y translocacion de los productos sintetizados durante la
fotosintesis, tales como los carbohidratos para que puedan ser transportados desde las
hojas hasta los 6érganos de reserva (frutos, semillas, tubérculos, etc.) (Ahmad ef al. 2011).
De esta manera, el K incrementa el rendimiento y calidad de la cosecha, mejorando el
sabor, el contenido de azicares y el color de los frutos (Balta et al. 2015). A nivel
fisiologico, el K esta involucrado en muchos procesos como la activacion enzimatica,
sintesis de proteinas, fotosintesis, osmorregulacion, extension celular, movimiento
estomatal y otros procesos (Mengel y Kirkby 2001; Marschner 2012; Mengel 2007). Al
tener una movilidad elevada en todos los niveles de las plantas (dentro de las células
individuales, asi como en el transporte a larga distancia via floema y xilema), este
elemento es el cation mas abundante en el citoplasma, manteniendo la turgencia celular
(Marschner 2012). En condiciones normales, a nivel intracelular el K aumenta de forma
pasiva en el citoplasma y a nivel vacuolar. Sin embargo, cuando sus concentraciones son
muy bajas, se libera activamente (Ciriaco ef al. 2011). De esta manera, las sales de K
cumplen un papel importante en la regulacién del estado hidrico, contribuyendo al
potencial osmotico de las células y tejidos en las especies glucofitas (Marschner 2012),
ademas de regular la apertura de estomas (Mengel y Kirkby 2001) y promover mayor

firmeza y resistencia de los tejidos vegetativos (Balta et al. 2015).
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El contenido de K en las plantas de la accesion P03 sometidas a sequia mostr6 valores de
K significativamente superiores (2,86%) a las plantas del grupo control (2,61%). Este
hallazgo parece contradecir los estudios realizados sobre la importancia y el rol del K en
la supervivencia de las plantas bajo condiciones de estrés hidrico (Marschner 2012;
Mengel y Kirkby 2001). El déficit hidrico es el factor principal que disminuye la
disponibilidad de K en el suelo, asi como su absorcion y translocacion de las raices al
tallo (Ciriaco et al. 2011). Se sefiala que el exceso de Na y CI en estas condiciones,
incrementan el desbalance i6nico a nivel intracelular y reducen la absorcidon de otros
nutrientes como K, Ca y Mn, los cuales se empiezan a compartimentalizar de manera
diferencial en distintos o6rganos de las plantas (Garcia ef al. 2012). Ademas, en respuesta
a esta disminucion de K, las plantas tienden a reducir la apertura de estomas en
condiciones de estrés intermedio, cerrando completamente estas estructuras cuando el
estrés hidrico es severo (Larcher 2006). Todas estas evidencias indicarian que en las
plantas sometidas a estrés hidrico, se esperaria encontrar una disminucion en la cantidad

de K, especialmente en las mas susceptibles.

Se debe tener en cuenta que el K es un elemento que en concentraciones mas elevadas
permite a plantas como maiz, papay cebada tolerar el estrés hidrico (Premachandra et al.
2008; Khosravifar et al. 2008; Fayez y Bazaid, 2014). Ademas, en soja, se ha encontrado
su acumulacion en genotipos considerados tolerantes a estrés hidrico (Shawquat et al.
2014). Lo que sefiala que las plantas que mantienen niveles adecuados de K y lo usan de
manera mas eficiente son capaces de tolerar mejor la sequia, en contraste con las plantas
deficientes en este elemento (Procrop 2011). Por lo cual, se podria explicar por qué los
genotipos mas tolerantes a sequia, como la accesion P03 presentan mayor contenido de

K en sus tejidos en condiciones de estrés hidrico (Procrop 2011).

La habilidad de las plantas para diferenciar el Na y el K puede ser determinada por la
relacion K/Na. La absorcion selectiva de K en lugar de Na es considerada como uno de
los mecanismos fisioldgicos que contribuyen a la tolerancia a estrés hidrico (Shawquat et
al. 2014). Es asi que, en condiciones de estrés hidrico, esta relacion se incrementa cuando
las plantas son tolerantes, mientras que disminuye en las plantas susceptibles (Flowers

2004; Shawquat et al. 2014).
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4.2.2.4. Calcio

El Calcio (Ca) es un elemento importante, necesario para el mantenimiento de la
estructura celular, la construccion de la pared celular, division celular, homeostasis, ¢
integridad de la membrana celular (Hussain et al. 2007; Waraich 2011). Es
particularmente importante en la fisiologia celular, donde su movimiento dentro y fuera
del citoplasma es una sefal para muchos procesos, asi como la sintesis de pared celular
en el huso mitotico durante la division celular, y otros procesos (Shao et al. 2008). A nivel
intracelular, el Ca se une a una proteina llamada calmodulina (abreviacion para CALcium
MODULated protein) en 4 sitios, formando un complejo Ca-calmodulina. Este complejo
activa numerosas proteinas diana involucradas en una variedad de procesos celulares
(Taiz y Zeiger 2006). A través de esta proteina, el Ca es un controlador importante del
metabolismo y desarrollo vegetal. A nivel molecular, el Ca es capaz de actuar como
segundo mensajero en muchas vias de transduccion de sefial en las plantas. Al igual que
otros elementos, su concentracion en la planta depende de su biodisponibilidad, dado que
el Ca es un macroelemento altamente disponible para la toma por las plantas en la
solucion del suelo. Cuando se encuentra en concentraciones elevadas, puede ser
absorbido con pocas restricciones, de manera que su concentracion en niveles elevados
en la planta se debe a la alta concentracion de este elemento en el suelo, en vez de a una
toma mas eficiente, velocidad de transpiracion o incluso la adicion de enmiendas en el
suelo (Jodral-Segado et al. 2006). Debido a la reduccion de su disponibilidad en el suelo
en condiciones de estrés hidrico, sus concentraciones en la planta pueden variar durante
el estrés (Hussain et al. 2007). De hecho, la liberacion de protones de las raices promueve
la reaccion de intercambio del Ca unido en las fases organicas y minerales del suelo,

resultando en la desorcion de Ca (Van Praag et al. 2000).

Tal como se puede apreciar en la Figura 9B, se observ un incremento estadisticamente
significativo de Ca en la parte aérea en las plantas que fueron sometidas a sequia (1.02%),
con respecto a las plantas del grupo control (0.73%). Estos resultados concuerdan con lo
encontrado en Cynodon dactylon, en que se encontraron cantidades incrementadas de
Calcio en tejido foliar cuando las plantas fueron cultivadas en condiciones de sequia en
campo. En plantulas de Dalbergia sissoo se ha reportado un incremento de mas del 300%
en hojas y raices, luego de siete meses de condiciones de estrés severo (Singh y Singh

2004). Otros estudios han explicado el rol del Ca en la mediacion de la respuesta a estrés
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durante el dafio, recuperacion y aclimatacion a estrés (Palta 2000). Por ejemplo, se reporta
que el Ca puede mejorar la tolerancia a sequia en Catharanthis roseus al incrementar la
actividad de glutamil quinasa y reducir la actividad de prolina oxidasa (Abdul Jaleel et
al. 2007). También se ha sugerido que el Ca es necesario para la recuperacion de la sequia
al activar la enzima de membrana plasmatica ATPasa, la cual bombea de vuelta los
nutrientes que se perdieron en el dafio celular (Palta 2000). La calmodulina también se
menciona como un modulador de importancia de los niveles de Ca cuando las plantas son
sometidas a estrés, activando vias metabolicas y mejorando el crecimiento vegetal
(Waraich 2011). Los factores de estrés son capaces de activar la via de sefalizacion de
Ca, induciendo la expresion de genes de respuesta a estrés, que dan lugar a las respuestas
fenotipicas mencionadas para favorecer la tolerancia a estrés y la regulacion de la

progresion del ciclo celular (Tuteja y Mahajan 2007).

Asimismo, se ha encontrado que los niveles elevados de Ca en el exterior regulan y
mantienen la concentracion de K en las plantas (Hussain ef al. 2007). Sin embargo, cabe
mencionar, que hay estudios contradictorios que muestran disminuciéon de Ca en
condiciones de déficit hidrico en algunas especies (Ciriaco et al. 2011). Ademas, el
nimero de genes que responden a la sefalizacién de Ca es limitado (Tuteja y Mahajan

2007).

4.2.2.5. Magnesio

El Magnesio (Mg) es el cation divalente mas abundante en el citoplasma vegetal. Sus
funciones estan relacionadas con su capacidad de interactuar con ligandos nucleofilicos
(Shaul 2002). Cumple su rol como atomo central de la clorofila y como puente para la
agregacion de ribosomas, ademas participa en procesos de conversion de energia, sintesis
de proteinas y como cofactor en muchos procesos enzimdticos asociados a la
fosforilacion, defosforilacion, hidrolisis de varios componentes y es un estabilizador
estructural de los nucleotidos (Ciriaco et al. 2011). Entre las enzimas activadas, estan
ATPasas, Ribulosa 1,5 Bifosfato Carboxilasas, ARN polimerasa, Glutamato Sintetasa y
Quinasas de proteinas, UDP, ATP, GTP Glucosa pirofosforilasa (Ahmad et al. 2011; Guo
et al. 2015). El Mg cumple un rol importante en la exportacion de fotosintatos desde la
fuente hasta los 6rganos de almacenamiento. Ademas, se ha postulado su participacion

en las vias de transduccion de sefial de Ca y en las vias de sefializacion de estrés
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dependientes de ABA, que serian activadas por la disminucién, o incremento de este

elemento en las plantas (Nath 2015; Guo et al. 2015).

La absorcion de Mg es afectada por las condiciones del suelo y la rizosfera, como la
sequia (Ciriaco et al. 2011). Los niveles de Mg se ven afectados por la presencia de

1>* en suelos

cationes que compiten y evitan su absorcion, como el Ca?*, H", NH*, A
acidos y Na' en suelos bajo estrés hidrico (Mengel y Kirkby, 2001; Shaul, 2002),
disminuyen su disponibilidad fisica y fisioldgica y evitan el crecimiento vegetal normal
(Ahmad et al. 2011). La disminucion de Mg ocasionada por sequia, contrasta con los
resultados presentados en la Figura 9B, en la cual se observé incremento en la parte aérea
de las plantas de tarwi sometidas a sequia (0.80%), con respecto a las plantas del grupo
control (0.59%). Teniendo en cuenta que Senbayram ef al. (2015) reportan que las plantas
que sufren de deficiencia de Mg son mas sensibles al estrés hidrico, y una cantidad
adecuada de Mg se necesita para la formacion de un rendimiento 6ptimo en situaciones
de sequia. Podria inferirse que los genotipos con tolerancia a sequia, como la accesion
P03 podrian haber desarrollado una estrategia de acumulacion de Mg en condiciones de

sequia, que les permitirian evitar los problemas generados por la deficiencia de este

elemento.

Con respecto a su interaccion con otros elementos, se ha encontrado que las altas
concentraciones de Na' pueden disminuir las concentraciones de Mg al inhibir su
transporte por canales homologos a RCA encontrados en trigo, los cuales son permeables
a Ca?’, Mg?*, Mn*", Cd**, Co*", Ni?*, K*, y Na* (Pineros y Tester 1997; White et al.
2000). Por otra parte, esto nos permitiria asumir que el flujo de Mg a la parte aérea no se
ha inhibido en L. mutabilis bajo condiciones de sequia. Ademas, el nivel de Mg esta
asociado con el N por su rol en la sintesis de proteinas. Las hojas con deficiencia de Mg
muestran disminucion de la proporcion de nitrégeno proteico (Shaul 2002). De hecho, la
sequia durante los periodos de crecimiento de Picea abies indujo una reduccion en el

contenido de N y Mg, mas que en el P y K (Grabarova y Martinkova 2001).

4.2.2.6. Azufre
El Azufre (S) es un elemento esencial para el crecimiento y funciones bioldgicas en las
plantas. Es un elemento de baja movilidad, que puede ser absorbido del suelo como

sulfato (SO4%), el cual es la fuente principal de S (Ciriaco et al. 2011). Este elemento es
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componente de algunos aminoacidos, que son esenciales para la sintesis de proteinas, para
la sintesis de vitaminas y enzimas (Taiz y Zeiger 2006). En el tarwi, el S se usa para
formar la clorofila y diversas proteinas. Ante la deficiencia de S, se inhibe la sintesis de
proteinas y las plantas se vuelven palidas, con sintomas similares a los de deficiencia de
N en leguminosas (Procrop 2011). Estudios en Quercus ilex demuestran que en
condiciones de sequia, se observa una reduccion en la concentracion de S a nivel foliar y
en raices (Sandars et al. 2008), lo cual contrasta con los resultados obtenidos en la
accesion P03 de L. mutabilis en el presente estudio (Figura 9B), donde las
concentraciones de S en la parte aérea de las plantas de L. mutabilis no mostraron
diferencias significativas en condiciones de sequia (0.57%), con respecto al grupo control
(0.45%). Esta pequefia variacion, con tendencia al aumento, es similar a los resultados
encontrados por Pinheiro ef al. (2001), quienes reportaron que el S se acumula en todos

los organos vegetales en mayor cantidad cuando las plantas estan sometidas a sequia.

4.2.2.7. Sodio

Tal como se muestra en la Figura 9B, el Sodio (Na) se incremento significativamente en
condiciones de estrés hidrico (0.69%), con respecto a las plantas del grupo control
(0.24%). Al disminuir el contenido hidrico a nivel intracelular, se da un incremento
relativo de los iones Na y Cl. Segtin Slabu et al. (2010), este incremento a nivel de
cloroplastos esta relacionado con menor contenido de clorofila en Lupinus albus sometido
a condiciones de estrés hidrico. Por lo tanto, su aumento puede ser perjudicial para la
planta. De hecho, Tester y Davenport (2003) indican que uno de los mecanismos de
tolerancia a sequia es la exclusion de los iones Na del tallo, o al menos de las hojas y
manteniendo niveles elevados de K. Tal como se encontré en una variedad tolerante a
sequia en soja, en que el estrés con NaCl ocasion6 una menor acumulacién de Na y mayor

cantidad de K en tejidos foliares (Md. et al. 2014).
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Figura 9. Evaluacion de la accesion P03 de L. mutabilis Sweet en condiciones normales
y de sequia durante el periodo de crecimiento vegetativo. A) Progresion del desarrollo a
los 0, 5y 10 dias de sequia, y 1, 3 y 6 dias después de rehidratacion (C: Control, S:
Sequia). B) Contenido de elementos en la parte aérea en condiciones normales y sequia.
Letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba HSD de Tukey

(p<0.05). Las lineas sobre las barras expresan la desviacion estandar.

4.3. SEQUIA EN ETAPA REPRODUCTIVA

4.3.1. Caracterizacion del desarrollo de brotes florales sometidos a sequia

La floracion y el crecimiento de vainas son las etapas mas sensibles a estrés hidrico en
Lupinus, puesto que el déficit hidrico puede llevar a un aborto severo de flores, y a una
reduccion en el niimero y crecimiento de vainas (Rodrigues et al. 1995; Slabu et al. 2010).
Las plantas de la accesion P03 sometidas a estrés hidrico en esta etapa, mostraron
marchitez a nivel foliar (Figura 10A) y una tendencia al escape de las flores inferiores
una vez que las condiciones de déficit hidrico fueron superadas (Figura 10B). En la
inflorescencia de tarwi se puede observar que la sequia afecta el crecimiento y nimero de

flores producidas.
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Ademas, cuando se vuelve a regar las plantas, las flores que estan en la parte inferior de
la inflorescencia empiezan a desarrollarse nuevamente, mientras que las flores de la parte
superior mueren. Lo cual es congruente con la presencia de mecanismos de escape a nivel
de o6rganos, que podrian conllevar a una reduccion en el rendimiento. Esto concuerda con
el trabajo realizado por Ramalho y Chaves (1992), quienes encontraron que el estrés
hidrico redujo de manera significativa la produccion de semillas en una linea precoz de
Lupinus albus. Sin embargo, esto contrasta con el estudio de Rodrigues et al. (1995),
quien menciona que después de un estrés hidrico de 15 dias y tras la rehidratacion, las
plantas pueden recuperarse y desarrollar hojas, flores y vainas de manera similar a las
plantas no estresadas. De manera que, en dicho estudio, el rendimiento de Lupinus albus

no es afectado, a pesar de la disminucion dramatica del area foliar total.

4.3.2. Determinacion del contenido de prolina

En esta etapa, uno de los mecanismos principales de ajuste osmoético en las plantas
sometidas a estrés es la acumulacion de sustancias orgédnicas e iones inorganicos a
expensas del crecimiento (Akinci 2013). Los solutos organicos también llamados solutos
compatibles son compuestos altamente solubles de bajo peso molecular que no son
toxicos a elevadas concentraciones dentro de las células (Ashraf 2007). Dentro de estos,
se encuentran ciertos aminodcidos libres como la prolina. La prolina se acumula producto
de la hidrolisis de proteinas y cumple un rol importante como osmoprotector en cultivos
como trigo, arveja, papa y otros (Hong et al. 2006, Sanchez et al. 1998, Knipp y
Honermeier 2006). Ademas, la prolina estabiliza membranas, proteinas, contribuye a la
remocion de radicales libres (Ashraf 2007) y su concentracion elevada se encuentra
asociada positivamente con la resistencia y recuperacion, al funcionar como una fuente

de carbono (Unyayar et al. 2004).

En el grupo control el nivel basal de prolina en brotes de la accesion P03 de L. mutabilis
fue mayor (0,04961 ug prolina/mg tejido fresco) al de las hojas 0,0067 ug prolina/mg
tejido fresco (Figura 10C). Estos niveles de prolina tuvieron un incremento significativo
cuando las plantas fueron sometidas a sequia; sin embargo, a nivel foliar el incremento
fue hasta 20 veces mayor (0,1379 ug prolina/mg tejido fresco) en condiciones de estrés,
con respecto al grupo control. En contraste, los brotes mostraron un valor de 0,0967 ug

prolina/mg tejido fresco, lo cual representd un incremento de 1.95 veces con respecto a
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los valores del grupo control. Esto demuestra que la prolina se acumula de manera

diferencial en brotes vegetativos y reproductivos (Mattioli e al. 2009; Figura 10C).

Es necesario mencionar que los estudios demuestran que la prolina es uno de los
metabolitos mas importantes involucrados en la resistencia al estrés hidrico en los
organismos vegetales. Estudios realizados en L. albus demuestran que, en condiciones
normales, el nivel de prolina es detectable en tejido foliar en cantidades muy bajas. Sin
embargo, la sintesis de este aminoacido se incrementa cuando la planta presenta déficit
hidrico, siendo detectada en todos los tejidos, especialmente a nivel del tallo e incluso,
aunque en menor concentracion, a nivel radicular. Ademaés, cuando se reanuda el riego,
los niveles de prolina disminuyen rapidamente (Pinheiro ef al. 2014), lo que hace de este

aminoacido uno de los principales cuando se evalua el estrés hidrico.

La prolina es un aminoacido con un rol fisiologico en la determinacion de estructuras de
membrana y proteicas, y la reduccion de EROs bajo estrés salino. Ademas, no solamente
tiene un rol como un osmotolerante, si no también es una fuente nutricional en
condiciones de estrés (Ashraf y Foolad 2007). Su incremento ante condiciones de déficit
hidrico, salinidad, baja temperatura, acumulacién de metales pesados, entre otros (Chun
et al. 2018), determina que la expresion de genes relacionados con la sintesis de este
aminoacido constituye una respuesta adaptativa para evitar el dafio en estas condiciones,
manteniendo o incluso incrementando los rendimientos y mejorando la adaptacion (Elewa
et al. 2017), tal y cual sera discutido mas adelante en la seccion Genes de Detoxificacion.
Por esta razdn, la mayor acumulacion de este compuesto a nivel de tejidos vegetativos en
L. mutabilis (Figura 10), indica la necesidad de realizar el analisis de expresion genético

por ARN-seq en brotes vegetativos.
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Figura 10. Evaluacion de la accesion P03 de L. mutabilis Sweet en condiciones
normales y de sequia durante el periodo reproductivo. A) Plantas en condiciones
normales versus plantas sometidas a sequia durante 10 dias. B) Desarrollo del brote
floral en condiciones normales y en sequia progresiva durante 10 dias, y 01 y 02 dias
después de rehidratacion (C: Control, S: Sequia). C) Contenido de prolina en hojas y
brotes, en condiciones normales y tras 10 dias de sequia. El asterisco indica diferencias
significativas segun la prueba HSD de Tukey (p<0.05). Las lineas sobre las barras

expresan la desviacion estandar.
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4.4. ANALISIS TRANSCRIPTOMICO ARN-SEQ DE NOVO DE LOS BROTES
VEGETATIVOS

Los mecanismos de tolerancia a sequia son complejos y estan regulados por multiples
genes, interacciones entre estos genes y factores ambientales (Tardieu y Tuberosa 2010).
Por esta razon, para entender la funcion de los genes, se requiere la realizacion de analisis
de expresion de alto rendimiento de plantas sometidas a estrés. Estos andlisis permiten el
aislamiento y caracterizacion de un gran nimero de genes de respuesta a estrés por sequia

en diferentes especies durante los ultimos afios (Amudha y Balak 2011).

En este trabajo, se realizd el secuenciamiento de ARN de novo (ARN-seq de novo) en
una accesion de L. mutabilis tolerante a sequia. E1 ARN-seq de novo permite identificar
y cuantificar los transcriptos presentes en una condicion determinada, sin tener
conocimiento genético previo y usando un genoma de referencia (Yandell y Ence 2012).
Ante la ausencia de un genoma de referencia, el secuenciamiento de ARN permite anotar
los genes por similitud con otras especies (Nagalakshmi ef al. 2010). Esta es una ventaja
del ARNseq, ya que al realizar el secuenciamiento de ADNc generado de la poblacion de
ARN total de muestras en evaluacion, permite prescindir de una secuencia genémica de
ARN o incluso una base de datos EST para interpretar y analizar los datos obtenidos
(Costa-Silva et al. 2017). De esta manera, se pueden comprender los mecanismos de
regulacion transcripcional, aun sin tener informacién previa, tal y como ocurre en L.

mutabilis.

4.4.1. Secuenciamiento, ensamblaje y filtrado de datos

El secuenciamiento de ARN total mediante ARN-seq de Illumina, se realiz6 con el
secuenciador HiSeq 2500, obteniéndose un total de 5 037 201 196 bases totales en 49 873
279 reads (Anexo 4). Tras el filtrado de datos, se obtuvieron 48 437 437 reads de alta
calidad (score Phred de calidad > 30, con remocién de adaptadores y longitud > 20pb),
con 204 187 671 pares de bases en total. El ensamblaje produjo contigs con porcentaje de
GC de 39.31%. Los contigs tuvieron un N50 de 1879, con un promedio de 1184,59. En
el ensamblaje con Trinity, se obtuvieron 172 370 transcriptos, de los cuales se encontraron

83 145 genes totales (Cuadro 2).
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Se hizo la determinacion de la abundancia con RSEM y luego se realizo6 el filtrado de los
transcriptos que tuvieron FPKM > 0.1, valor E<le-20, porcentaje de identidad >50 y
porcentaje de cobertura > 50. Estos valores correspondieron un total de 143 021 471 bases
ensambladas en contigs con un porcentaje de 39.31% GC. Los contigs tuvieron un N50
de 2096, con un promedio de 1680,23. En cuanto al ensamblaje, los 85 120 transcriptos,

originaron 37 044 genes totales. Los datos son mostrados en el Cuadro 2.

Cuadro 2: Estadisticas de Ensamblaje y Filtrado del transcriptoma de L. mutabilis.

Resumen de Resumen de
ensamblaje filtrados
Genes totales 83145 37044
segun Trinity
Transcriptos
totales segiin 172370 85120
Trinity
Porcentaje de
GC (%) 38.62 39.31
NS0 de los 1879 2096
contigs
Promedio de 1184.59 1680.23
contigs
Total de bases | /) 0507 143021471
ensambladas

Estos resultados contrastan con los resultados reportados por O'Rourke et al. (2013),
quienes realizaron el analisis transcripcional de L. albus sometido a deficiencia
nutricional de fosfato. En dicho estudio se encontraron 277 224 180 reads de [llumina con

125 821 secuencias Gnicas con un tamafio promedio de 1 155 pb.

4.4.2. Analisis de expresion diferencial

Tras el calculo de la abundancia con RSEM, y la detecciéon de secuencias con ORF
mayores a 200 pb, se procedio6 a determinar los genes con expresion diferencial utilizando
EdgeR. Estos genes fueron filtrados segtin su nivel de expresion (log FC <-2 y log FC >
2) y su significancia p > 0.05, dando como resultado un total de 7 813 genes
diferencialmente expresados. De estos, 4 588 genes estuvieron upregulados, en tanto que
3 225 genes fueron downregulados (Cuadro 3). Esto también contrasta con los resultados

de O'Rourke et al. (2013), en L. albus sometido a deficiencia nutricional de fosfato, se
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encontraron 2 128 transcritos diferencialmente expresados en L. albus (2 veces

sobreexpresados; P < 0,05; RPKM > 3).

Cuadro 3: Genes diferencialmente expresados en plantas sometidas a sequia.

Resumen de los transcriptos del experimento de sequia
Numero de genes significativos con valor (p <0.05)|7 813
Genes upregulados 4 588
Genes downregulados 3225

4.4.3. Anotacion funcional y enriquecimiento

Los datos transcriptomicos, estan directamente relacionados al genoma, dado que son
productos de la transcripcion génica. Por esta razon, es importante integrar los datos
transcriptomicos con la informacion gendmica que se maneja en diferentes bases de datos,
(Redestig et al. 2011). Este paso se conoce como anotacion e incluye dos procesos
distintos. La anotacion estructural es el proceso de identificacion de genes y sus
estructuras intronicas y exoénicas. En tanto, la anotacion funcional es el proceso de agregar
meta datos, como los términos de ontologia génica, a las anotaciones estructurales
(Yandell y Ence 2012). Para realizar la anotacion funcional del transcriptoma de tarwi, se
utilizaron los datos de expresion ensamblados en transcriptos, para comparar con los
genomas de Arabidopsis thaliana, Glycine max, y también la base de datos ntNCBI. Se
enriquecio la anotacion mediante el analisis de ontologia génica y rutas metabdlicas, tal
como fue descrito en la metodologia (Figura 7). De esta manera, se logro la identificacion
de los términos de ontologia génica downregulados y upregulados segiin proceso
bioldgico, componente celular y funcidon molecular, y las rutas metabodlicas en las cuales
estan involucrados. Tal como se muestra en el Cuadro 4, se encontraron 4 747 genes
upregulados con respecto a Proceso Biologico, en tanto que solamente 2 459 genes
estuvieron downregulados. Los datos de Componente Celular revelan 130 genes
upregulados y 329 genes downregulados. Por tltimo, los datos relacionados con Funcién

Molecular, muestran 1888 genes upregulados y 562 genes downregulados.
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Cuadro 4: Detalle de los transcriptos clasificados seglin su expresion y ontologia génica.

Términos Términos
Upregulados | Downregulados
Proceso 4747 2459
Biologico
Componente
Celular 130 329
Funcion
Molecular 1888 562

4.4.3.1. Términos de Ontologia Génica

Los términos de ontologia génica que fueron upregulados y downregulados en tarwi

sometido a estrés por sequia, son mostrados al detalle en la Figura 11.

Dentro de los términos upregulados de procesos biologicos, los cinco principales
estuvieron relacionados con proceso metabolico (786), proceso metabolico primario
(560), proceso metabolico celular (516), proceso metabolico macromolecular celular
(407) y proceso biosintético (267). Mientras que los 5 términos downregulados
principales fueron proceso metabolico (1092), proceso metabdlico carbohidrato (152),
proceso metabolico de molécula pequeiia (127), proceso metabolico de lipidos (103),

proceso metabolico componente nitrégeno celular (69).

Con respecto a Componente Celular, los 5 términos con mas genes upregulados fueron:
mitocondria (19), citosol (16), parte citosolica (10), ribosoma citosélico (10) y lumen
organelos intracelulares (10). En tanto que los términos downregulados principales
fueron: tilacoides (43), plastidios (37), membrana fotosintética (36), fotosistema (34) y
cloroplasto (31).

Los términos de Funcion Molecular upregulados mas relevantes fueron actividad
catalitica (722), actividad transferasa (269), actividad quinasa (164), actividad
fosfotransferasa (163) y actividad proteinquinasa (152). Entre los términos
downregulados maés importantes estan: actividad hidrolasa, accion sobre enlaces

glucosidicos (92), actividad hidrolasa, compuestos que hidrolizan O-glucosilos (85),
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actividad metiltransferasa (67), actividad transferasa (67) y union a proteinas del

citoesqueleto (48).

Upregulated terms {4747) Biological process Downregulated terms (2459)
metabolic process 786 i | -TW\ metabolic process
primary metabolic process 560l [f] 152 carbohydrate metabolic process
cellular metabolic process 516 [l [l 127 small molecule metabolic process
cellular macromolecule metabolic process 407 | 103 |ipid metabolic process
biosynthetic process 267 [ A 69 cellular nitrogen compound metabolic process
cellular biosynthetic process 248 | 61 oxoacid metabolic process

cellular macromolecule biosynthetic process 203 Al 61 carboxylic acid metabolic process

macromolecule biosynthetic process 203 Al 61 organic acid metabolic process
macromolecule modification 167 ] 61 cellular ketone metabolic process

protein modification process 165 ]| 54 |ipid biosynthetic process
post-translational protein modification 161 ] 52 photosynthesis
protein amino acid phosphorylation 149 k]| 49 heterocycle metabolic process
RNA metabolic process 148 @l 43 microtubule-based process
RNA biosynthetic process 144 @l 43 small molecule biosynthetic process
transcription, DNA-dependent 144 Dl 40 cellular nitrogen compound biosynthetic process

regulation of RNA metabolic process 141 @l 38 microtubule-based movement

regulation of transcription, DNA-dependent 141 k|| 34 organic acid biosynthetic process
oxidation reduction 140 Al 34 carboxylic acid biosynthetic process
generation of precursor metabolites and energy 10 Il 26 DNA replication
activation of protein kinase activity & H 25 monocarboxylic acid metabolic process
others 41 ] 3 234 others
Upregulated terms {130) Cellularcomponent Downregulated terms {329)
mitochondrion 19 M T 43 thylakoid

cytosol 16 M I | 37 plastid
cytosolicpart 10 [ "W | 36 photosynthetic membrane
cytosolic ribosome 10 W | 34 photosystem
intracellular organelle lumen 10 [ | 31 chioroplast
membrane-enclosed lumen 10 [ ] 23 thylakoid part
organelle lumen 10 [T I 23 photosystem Il
ribosomal subunit 10 [T ] 18 oxygen evolving complex
nuclear lumen 9 [ | 18 extrinsic to membrane

nucleolus 9 | 3 12 plastid part
others 17 B 54 others
Upregulated terms {1888) Molecular function Downregulated terms {562)

catalytic activity I 92 hydrolase activity, acting on glycosyl bonds
transferase activity 269 [ | hydrolase activity, hydrolyzing O-glycosyl compounds
kinase activity 164 [ | 67 methyltransferase activity

phosphotransferase activity, alcohol group as acceptor 163 [ ] 67 transferase activity, transferring one-carbon groups
protein kinase activity 152 [ ] 48 ytoskeletal protein binding
transcription regulator activity 108 A 45 microtubule binding
transcription factor activity 98 AB] 45 tubulinbinding
sequence-specific DNA binding 68 I 42 motor activity
ligase activity, forming carbon-nitrogen bonds 40 [ 38 microtubule motor activity
acid-amino acid ligase activity 36 ] ] 11 ligase activity, forming nitrogen-metal bonds
others 70 1] 3 22 others

Figura 11: Datos del enriquecimiento de ontologia génica de los genes diferencialmente

expresados segun su ontologia génica.
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4.4.3.2. Genes relacionados con sequia segiin DroughtDatabase
La clasificacion de los genes diferencialmente expresados en la base de datos de sequia

(DroughtDatabase; http://pgsb.helmholtz-muenchen.de/droughtdb/drought db.html),

permitio la identificacion y clasificacion de los genes que cumplen roles esenciales en
tolerancia a sequia (Alter ef al. 2015). La clasificacion se realizé en dos grandes grupos:
genes que codifican para proteinas funcionales (enzimas con funcidon metabolica
conocida), y genes que tienen funcidon regulatoria (elementos regulatorios capaces de

inducir o reprimir la expresion génica).

a. Genes asociados con proteinas funcionales

Del total, se obtuvieron 1796 genes diferencialmente expresados asociados a proteinas
funcionales, los que fueron clasificados en canales y transportadores (452), detoxificacion
(431), fosfolipidos (317), proteasas (200), fotosintesis (189), osmolitos (178) y factores
de proteccion (29).

a.1. Canales y transportadores

Las proteinas que permiten el paso de moléculas a través de la membrana fueron
comprendidas dentro de canales y transportadores (Figura 12). En este grupo se
incluyeron los transcriptos correspondientes a transportadores ABC (53), canales i6nicos
y sus reguladores (46), canales de agua (20) y otros transportadores (333). Las proteinas
codificadas por estos transcriptos son de vital importancia al permitir el flujo de
numerosos compuestos beneficiosos y facilitar la compartimentalizacion de compuestos
nocivos. Este transporte diferencial es otra de las caracteristicas de las plantas que

presentan tolerancia a estrés hidrico (Farooq et al. 2009).

Los transportadores del tipo ABC (ATP-Binding Casette), son bombas que transportan
ciertos compuestos en contra de su gradiente de concentracion, hidrolizando ATP como
fuente de energia (Shabala 2011). Si bien, fue el grupo que mostré mas transcriptos con
expresion diferencial, es paraddjico que la proteina white-brown complex homolog
protein 11 haya mostrado expresion bastante disminuida (logFC=-7, Figura 12). Esta
proteina es un transportador del tipo ABC localizado a nivel de membrana y requerido
para el transporte de cutina a la matriz extracelular (Panikashvili ef al. 2007). La cutina,
formada por acidos grasos de cadena media (16-18C), forma una matriz que, junto a

compuestos como ceras, cetonas, alcoholes y acidos grasos, forman la cuticula (Tafolla-
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Arellano et al. 2013). Una cubierta capaz de reducir enormemente la transpiracion al
evitar las pérdidas de agua. Por lo tanto, en una accesion tolerante a estrés hidrico, esta
proteina deberia ser sobreexpresada, lo cual no ocurre en tarwi. Esto puede deberse al
hecho de que genotipos diferentes de Lupinus responden de manera muy diferente
enfrentados a sequia terminal, siendo una de las caracteristicas mas beneficiosas, la

distribucion de fuentes de carbono al tallo y estructuras reproductivas (Palta et al. 2007).

Los canales i6nicos son capaces de regular el transporte de diferentes iones a través de la
membrana, permitiendo la exclusion de iones como Na y Cl del citoplasma. En particular
los transcriptos correspondientes a la proteina Canal de Cloruro D muestran una expresion
disminuida (Figura 12). Estos canales actuan como transportadores de Cl y NOs a nivel
del aparato de Golgi, y estan involucrados en la acumulacion y almacenamiento de nitrato
en Arabidopsis, la regulacion del pH luminal del aparato de Golgi, el trafico vesicular y
el crecimiento radicular 6ptimo (Fecht-Bartenbach et al. 2007). Por lo cual, podrian su
expresion podria disminuir ante la presencia de vias de sefializaciéon de senescencia

medidas por ABA vy etileno, discutidas en la seccion Hormonas (Figura 23).

Los canales de agua son proteinas que incluyen a las acuaporinas, cuyos transcriptos
fueron sobreexpresados en tarwi sometido a sequia (Figura 12). Las proteinas codificadas
por estos genes son abundantes en tonoplasto y membrana plasmatica, en donde tienen la
capacidad de regular el intercambio pasivo de agua (Bellati et al. 2016). De esta manera,
regulan la conductividad hidraulica de las membranas y potencian un incremento de 10 a
20 veces la permeabilidad al agua (Farooq et al. 2009). En condiciones de estrés hidrico
severo, como es el caso de las sequias terminales, estas proteinas se expresan en respuesta
a estimulos como sequia, deshidratacion, desecacion, salinidad e incremento de ABA
(Vera-Estrella 2004). Por lo que su sobreexpresion indicaria una caracteristica ventajosa

en la tolerancia a sequia en tarwi.

Otros canales permiten el intercambio de compuestos organicos diversos como azucares,
iones e incluso hormonas. En particular, se debe destacar aquellos canales i6nicos que
inducen al cierre estomatico y la activacion de las vias de defensa frente al estrés por

sequia. Estas rutas seran desarrolladas en la seccion de Hormonas (Figura 23).
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Figura 12. Genes funcionales asociadas a canales y transportadores en el transcriptoma

de L. mutabilis.

a.2. Metabolismo de fosfolipidos

Los fosfolipidos son moléculas con funcion estructural a nivel de membrana, pero su
metabolismo genera productos importantes en las vias de sefalizacion. A niveles bajos,
pueden activar respuestas adaptativas corriente abajo, mientras a niveles elevados, los
productos generados a partir de fosfolipidos pueden reflejar dafio por estrés, o incluso,
ser nociva (Zhu 2002). En respuesta a estrés, los fosfolipidos de membrana son
hidrolizados por fosfolipasas activadas por calmodulina (PLD, PLC, PLA), lo cual afecta
la sefializacion molecular y el crecimiento (Bhattacharjee y Saha 2014). Esta ruta de
sefalizacion molecular derivada del metabolismo de fosfolipidos involucra segundos
mensajeros como el acido fosfatidico, diacilgliceroles, polifosfatos de inositol (Kuromori
et al. 2014, Bhattacharjee y Saha 2014). De hecho, en el transcriptoma de L. albus en
condiciones de estrés por déficit de fosfato, se encontré incremento de transcriptos
involucrados en la degradacion de fosfolipidos, lo cual contribuye a incrementar la

disponibilidad de acetil-CoA para la sintesis de malato y citrato (Liu ef al. 2012).
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Los resultados obtenidos en tarwi, demuestran que la modificaciéon de este proceso
metabolico también es de vital importancia para mantener la homeostasis en respuesta a
estrés por sequia. Las proteinas que metabolizan fosfolipidos (Figura 13) fueron
agrupadas segun si pertenecian al proceso isopentenilo (160), inositol (59), de
fosfolipidos en general (44), ceramida (16) y otros (38). Encontrandose expresion
diferencial en enzimas con roles diferentes, desde la sefializacion de EROs, hasta la union
a proteinas diana como PP2C, PDK, y NADH oxidasas, las cuales estan involucradas en
la generacion de segundos mensajeros con capacidad de activar H-ATPasas o MAPKs de

respuesta a estrés (Kuromori et al. 2014).

El proceso metabdlico isopentenilo, con 160 transcritos, representa el grupo con mayor
numero de transcritos diferencialmente expresados dentro de la ruta de metabolismo de
fosfolipidos. La asociacion de las enzimas isopentenilo con la ruta de sintesis de
hormonas como las citoquininas ha sido bien establecida, siendo la isopentenilo
transferasa es la enzima regulatoria en la sintesis de estos reguladores (Merewits et al.
2016). Ademas, su expresion, ha sido relacionada con la expresion de genes de resistencia
a estrés por sequia y que alteran el metabolismo de citoquininas en Manihot esculenta 'y
Agrostis palustris (Zhang et al. 2010; Merewits et al. 2016). Por lo cual, es utilizada en

transformacion, junto a promotores inducibles por senescencia.

El proceso metabolico inositol, con 59 genes diferencialmente expresados, es el segundo
grupo de importancia en el metabolismo de fosfolipidos encontrados en el transcriptoma
de L. mutabilis. El inositol es un segundo mensajero generado a partir de la degradacion
de fosfolipidos (Xiong et al. 2002). La sefializacién mediante el inositol tiene un rol
esencial en diferentes aspectos del crecimiento y adaptacion. Las quinasas y fosfatasas de
inositol pueden afectar la disponibilidad de esta molécula, afectando procesos como la
liberacion de Ca, sefializacion de ABA, trafico vesiculas, entre otros, y proporcionando
una repuesta a estrés abiotico (Jia et al. 2019). Esto podria explicar la disminucion en la
expresion de enzimas como Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase family protein

(Figura 13).

Con respecto al proceso metabodlico de fosfolipidos, destaca el rol de quinasas de

proteinas dependientes e independientes de SOS (Salt Overly Sensitive), que se activan
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ante el exceso de Na, y activa una sefializacion citoplasmatica de Ca, dando como
resultado cambios en la expresion y actividad de transportadores de iones como el Na, K
e H (Zhu 2002). Precisamente, la sobreexpresion de la enzima C2 calcium/lipid-binding
plant phosphoribosyl transferase (Figura 13) indica la modificacion de las rutas de
transduccion involucradas en la modulacion del calcio (desarrollada en la seccion de

sefalizacion molecular).

Otro de los hallazgos realizados fue la disminucion de la expresion de la enzima fatty acid
desaturase 5 (Figura 13), una enzima capaz de incrementar la produccion de acidos grasos
insaturados. Estos 4cidos grasos estan presentes en las membranas y son particularmente
sensibles al ataque por radicales OH y otros agentes oxidantes. Su oxidacion en las
biomembranas conlleva a la formacién de una gran diversidad de aldehidos, algunos de
los cuales son altamente reactivos, lo cual puede desencadenar un dafio en cadena

incrementando la fluidez y permeabilidad de la membrana (Pessarakli 2019).

Las rutas de metabolismo de fosfolipidos también se interconectan con rutas metabolicas
de otras hormonas, como auxinas o0 ABA. Los segundos mensajeros generados pueden
actuar sobre proteinas como SAURI, un regulador negativo de la produccion de auxinas
(Bhattacharjee y Saha 2014). También Las fosfolipasas A, B y C, también estan
involucradas en la via dependiente de ABA (Kuromori ef al. 2014, Bhattacharjee y Saha
2014). El rol de estos genes en tarwi, sera discutido en las secciones Hormonas (Figura

23) y Transduccion de sefial (Figura 21), respectivamente.
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Figura 13. Genes funcionales asociados al metabolismo de fosfolipidos en el

a.3. Fotosintesis

La sequia terminal es gran limitante para la produccion de Lupinus, al causar reduccion
en el rendimiento mediante una reduccion del potencial fotosintético. En especies como
L. albus, se ha encontrado que el estrés por sequia es capaz de disminuir la capacidad
fotosintética, metabolismo de C y balance hormonal en diferentes 6rganos (Pinheiro et al.
2011). Etapas como el llenado de grano, dependen enteramente de la asimilacion y la
fotosintesis, siendo muy sensibles a déficit hidricos. Por lo cual, durante una sequia
terminal, procesos como el llenado de semilla se reduce por una reduccion en la
disponibilidad de C y N, lo que origina aborto de semillas y vainas, con una reduccion
considerable en el rendimiento (Palta et al. 2007). A nivel molecular, estos dafios son

causados por la reduccion gradual en la disponibilidad de agua. Esto conlleva a una

transcriptoma de L. mutabilis.
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limitacidon de estomas, disminuyendo la actividad méaxima de carboxilacion de Rubisco y
transporte de electrones y, por lo tanto, la regeneracion de ribulosa 1,5-bifosfato (Pinheiro

etal 2011).

Los resultados observados en el transcriptoma de tarwi sometido a sequia, demuestran
que existe cambios en la expresion de genes relacionados a fotosintesis, los cuales fueron
colocados en 3 grupos (Figura 14). El primero incluye a las proteinas que participan en
las reacciones de la fase luminosa (103), luego estan las proteinas relacionadas a
fotosintesis (85) y finalmente las relacionadas a regulacion de la fotosintesis (1). Uno de
los hallazgos mas resaltantes es la regulacion negativa de la enzima Ribulose
bisphosphate carboxylase, lo que estaria relacionado con la inhibicion de la fotosintesis
bajo sequia, causada a su vez por la reduccion en la capacidad de regeneracion y eficiencia
en la carboxilacion de ribulosa 1,5 bifosfato (Rivero et al. 2007). En legumbres de grano,
como el tarwi, el control estomdatico de la pérdida de agua es una respuesta vegetal
temprana a la sequia, que resulta en disminucion de la toma de C por las hojas. Esta
disminucién durante la sequia, es responsable de las reducciones en la fotosintesis al
inhibir a la enzima en el sitio de unidon de Rubisco o ATP sintasa. Esto a su vez, origina

downregulacion del aparato fotosintético (Farooq et al. 2017).

Las vias de glucolisis y de pentosas fosfato, son reguladas por enzimas como
fosfofructoquinasa y glucosa 6 fosfato deshidrogenasa, respectivamente, y ambas son
modificadas de manera significativa por el estrés hidrico. En particular, la presencia de
sequia, tiene un efecto activador sobre la actividad de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa,
mientras que inhibe la actividad de fosfofructoquinasa en plantas como Morus alba (Yao
y Wu 2016). La disminucion en la expresion de la enzima Fosfofructoquinasa observada
en el transcriptoma de tarwi sometido a sequia podria indicar la reduccion en las vias
metabolicas de produccion de energia, como la glucolisis, para favorecer las rutas que
permitan regenerar antioxidantes. Este hallazgo, coincide con la sobreexpresion de
enzimas relacionadas a la via de las pentosas fosfato, una via paralela a la glucolisis que

permite regenerar NADPH.

Estudios relacionados con la evaluacion de parametros fotosintéticos en Lupinus spp., han
demostrado que el déficit hidrico durante las fases del llenado de grano, origina

variaciones metabodlicas bastante marcadas como desviacion de los fotoasimilados hacia
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ciertos organos, y modificacion de la composicion mineral (Carvalho 2005). Si el déficit
hidrico es severo, algunos lupinos muestran cambios en metabolitos mayores de 6rganos
como foliolos, peciolos, raices, y tallo; la mayoria de las hojas se pierden y el tallo
funciona como un almacén de reposicion de azucares glucosa y sacarosa y de los
aminoacidos asparagina y prolina (Pinheiro et al. 2004). En tallo se ha observado también
acumulacion de carbohidratos solubles como monosacéridos, sacarosa, ciclitoles, y
oligosacaridos de la familia de la rafinosa (Piotrowicz 2007). Ademas, se ha reportado la
produccion y acumulacion de deshidrinas (proteinas de respuesta a deshidratacion, cuyo
papel es conferir tolerancia) en tallo, y durante la maduracion de la semilla (Pinheiro et
al. 2004). Otros efectos de la sequia en Lupinus spp., incluyen disminucién de actividad
metabolica en los nddulos, reduccion de sacarosa y desaparicion de granulos de almidon

(Comino et al. 1997).

Gene ) logFC Gene ) logFC

Ribulose bisphosphate (a-hydroxy-3-methylbut-2-enyl
arboxylase (small chain) family Glyma.136046200 -5,4. . diphosphate synthase®

Glyma.126173200 |9,

w:!;ein'b bioacil 1 . icarbonic anhydrase 2* Glyma.02G035000 -4,8
Ribulose bisphosphate : N INAD(P)-binding R fol
- ) g Rossmann.fold
:arl:o.xylase (small chain) family Glyma.19G046800 -4,1 y 1% \ superfamily protein* Glyma.12G046200 -4,5
protein \ H line-rich gl
Ribulose bisphosphate [ \ ia‘j:;"‘g"::;':f Tch glycoproteln Glyma.14G094500 4,2
karboxylase (small chain) family Glyma.19G046600 -3,8 | 85 103 o y e el .
protein [ 45% JriKypoRaich gycepren Glyma.17G229000 4,2
’ ' / % family protein
P-loop containing nucleoside \ / 54
kriphosphate hydrolases Glyma.13G232500 -3,7 \ / ts‘rbcmt anhycfvase 1 Glyma.05G007100 -4,0
superfamily protein \ / D:hydr.milp\tolmale reductase, Glyma. 206155600 4,0
Phosphofructokinase family \ o
brotein Glyma.076263800 -3,3 A 4 germin 3 Glyma.156176900 -3,9
PsbQ-like 3 Glyma.11G204300 -3,2 L // igermin 3 Glyma.07G039100 -3,9
erretin 1 Glyma.076155200 | 3,0 : 5 | hydroxypyruvate reductase Glyma. 106281400 -3,8
tress enhanced protein 2 Glyma.056183500 | 3,1 [ Reacciones de la fas |ADP glucose pyrophosphorylase large o o o 1o
bconitase 3 Glyma.12G098900 | 3,3 luminosa de la fotosintesis subunit 1 yma =
alt tolerance zinc finger Glyma.20G133200 | 3,7 thigh cyclic electron flow 1 Glyma.18G193600 -3,7
RNA-binding (RRM/RBD/RNP f R PsbQ-like 1 Glyma.12G215100 -3,5
» : ; Glyma.09G205500 | 3,9 I Fotosintesis >
motifs) family protein aF tes calcium sensing receptor Glyma.05G016000 -3,1
2-cysteine B Glyma,10G078400 _-3,1
30000 Regulacion de la fotosintesis
25000 - 120
20000 14 100
2
¥ 15000 12 80
@ 1.0 b3
; £ 60
10000 S 08 &
g
& 40
5000 - & g'j
: 20
0 0.2 _
Control Sequia 0.0 0
; ; Control Sequia Control Sequia
Ribulose bisphosphate carboxylase e
(small chain) family protein 4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl carbonic anhydrase 2
diphosphate synthase

Figura 14. Genes funcionales asociados a fotosintesis en el transcriptoma de L.

mutabilis.

a.4. Genes de detoxificacion

Los genes del grupo de detoxificacion fueron clasificados seglin si pertenecian a la ruta
de oxidacion-reduccion (358), actividad peroxidasa (41), actividad peroxido dismutasa
(23), y otros (9). Los genes con mayor expresion diferencial (logFC<-4; logFC>4) dentro
de esta via son mostrados en la Figura 15. Es importante destacar el alto nimero de genes

relacionados con los procesos de oxidacion-reduccion encontrados pues esta relacionado
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con la generacion de EROs que se producen en cantidades elevadas durante el estrés
abidtico. Si bien es cierto, las EROs pueden regular redes de sefializacion que controlan
crecimiento, desarrollo y la respuesta a estrés en plantas, al actuar como segundos
mensajeros, también se debe tener en cuenta que al ser moléculas toxicas también son
capaces de danar las células (Mittler et al. 2004, Xiong et al. 2002). Al acumularse
durante el estrés por sequia, se pierde el balance entre los EROs y la defensa antioxidante,

lo que origina estrés oxidativo (Waraich ef al. 2011).

Para reducir la toxicidad por EROs, las plantas utilizan su sistema de defensa
antioxidante. Dentro de este sistema, se encuentra antioxidantes de bajo peso molecular,
asi como enzimas protectoras (Waraich et al. 2011). Por lo tanto, en condiciones de estrés,
las plantas son capaces de inducir la produccion de enzimas que producen glutation
reducido, ascorbato, ademas de peroxidasas y peroxido dismutasas (Fang y Xiong 2015).
Estas enzimas fueron precisamente expresadas de forma diferencial en tarwi sometido a
estrés hidrico (Figural5), lo cual indica la capacidad de tarwi para poder hacer frente a
dafio oxidativo mediante la modificacion de la expresion del sistema de defensa

antioxidante enzimatico.

Las enzimas con actividad superoxido dismutasa actlan como una primera linea de
defensa mediante la detoxificacion de los radicales superoxido y peroxido de hidrogeno
que son convertidos en agua y oxigeno molecular, previniendo el dafo oxidativo (Farooq
et al. 2017); sin embargo, segun los datos obtenidos en L. mutabilis, solamente 23 de los
genes diferencialmente expresados estan relacionados con esta actividad enzimatica
(Figura 15). Esto indicaria que estas enzimas no tienen un rol funcional en la respuesta
de tarwi a sequias terminales, sefialando la predominancia de vias alternas de eliminacion

de estos compuestos.

Por el contrario, los resultados demuestran que el ciclo de glutation-ascorbato tiene mayor
relevancia en la respuesta de tarwi a sequia terminal. Esta aseveracion es soportada por
la expresion de las enzimas correspondientes a la regeneracion de sustratos intermediarios
de este ciclo. En particular, el hecho de que el segundo grupo con mayor cantidad de
transcritos pertenezca a la actividad peroxidasa (Figura 15), las se encargan de la

remocion de compuestos nocivos como el peroxido de hidrogeno utilizando ascorbato y
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glutation, los cuales dependen en ultima instancia de la regeneracion de NADPH+ (Sofo

et al. 2015).

La presencia del ciclo de glutation-ascorbato esta soportada por la sobreexpresion de
enzimas oxidorreductasas responsables de la produccion del NADP+. Estas enzimas son
capaces de regenerar NADPH+. La presencia de esta coenzima reducida permite la
reduccion del glutation, que es uno de los antioxidantes mas importantes a nivel de
membrana (Meyer 2008). De hecho, las NADP+ oxido-reductasas normalmente se
encuentran sobreexpresadas en condiciones de estrés oxidativo (Meyer 2008). Su
expresion en tarwi (Figura 15) podria ser blanco de modificacion genética para obtencion
de plantas tolerantes a sequia. Esto ha sido demostrado por Laporte et al. (2002) quienes
demostraron que la expresion de la enzima malica NADP modifica el comportamiento de
estomas en tabaco, incrementando su masa fresca por unidad de agua y mejorando su

eficiencia de uso de agua.

Otra de las enzimas que mostrd expresion diferencial disminuida fue el citocromo P450
(Figura 15). Esta enzima esta involucrada en las rutas de degradacion de ABA (Zhu
2002), lo cual indicaria que el estrés oxidativo que se presenta en tarwi es capaz de influir
sobre el equilibrio de 6xido-reduccion, que también promoveria las modificaciones en las

rutas hormonales de ABA en tarwi. Esta ruta es tratada mas adelante.
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Figura 15. Genes funcionales asociados a las vias de detoxificacion en el transcriptoma

de L. mutabilis.

a.5. Osmolitos

La acumulacion de ciertos solutos organicos conocidos como osmoprotectores, o solutos
compatibles, constituye una adaptacion metabodlica comun frente al estrés abidtico
presente en organismos tolerantes al estrés. Estos solutos protegen a las proteinas y
membranas del dafo de concentraciones elevadas de iones inorganicos (Rathinasabapathi
2000). Algunos osmoprotectores, también protegen a la maquinaria metabolica del dafio
oxidativo y otras moléculas desestabilizadoras (Farooq et al. 2009). Los genes que
codifican proteinas relacionadas con la produccion de estos osmolitos (Figural6) fueron

divididos seguin el proceso metabolito con el cual estan relacionadas. Encontrandose los
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grupos de prolina (68 transcriptos), glicina (53 transcriptos), trehalosa (14 transcriptos),

arginina (12 transcriptos) y otros (31 transcriptos).

Tal como se puede apreciar, la mayor parte de las enzimas relacionadas con la sintesis de
osmolitos se encuentran relacionadas a la produccién de prolina. La sintesis de este
aminodcido es regulada por la expresion de D1-pirrolina-5-carboxilato sintetasa (P5CS),
la cual mostrd expresion diferencial muy baja en el transcriptoma de tarwi que se presenta
(Anexo 10: Osmolitos) y prolina deshidrogenasa ProDH (Hayashi et al. 2000). La
presencia de estos transcriptos indica que tarwi es un acumulador de prolina, tal como
otras especies de Lupinus (Pinheiro et al. 2004). Este aminodacido es esencial en procesos
de estrés, pudiendo actuar como soluto compatible, agente detoxificador de EROs,
generador de otros aminoacidos como glutamato, arginina y glicina y molécula sefial en

las vias de transduccion (Szabados y Savouré 2010).

El incremento en los niveles de prolina esta claramente relacionado con los procesos de
oxidacion presentes en condiciones de estrés por déficit hidrico (Farooq et al. 2009). La
relacion de prolina y los procesos de 6xido-reduccion ha sido reportada en numerosas
especies tolerantes a sequia, entre las cuales se encuentra L. mutabilis (Gulisano et al.
2019). Con respecto a la detoxificacion de EROs, la prolina es capaz de aceptar electrones
desapareados, evitando procesos de oxidacion en otras macromoléculas. De esta manera,
permite la reduccion de compuestos prooxidantes entre los cuales estan el oxigeno

singleten y radicales hidroxilo, entre otras EROs (Matysik et al. 2002).

La sintesis de prolina consume agentes reductores, principalmente en la forma de
NADPH, los cuales provienen de la via de las pentosas (Kishor et al. 2005). Esta relacion
permite que los compuestos reductores generados durante la fotosintesis puedan ser
almacenados como prolina, ademas de permitir la regulacion de los niveles disponibles
de NADP+ y NADPH (Lehmann ef al. 2010, Kishor et al. 2005). El transporte de este
aminoacido a compartimentos especificos intracelulares, como el interior de la
mitocondria permite llevar este poder reductor a la cadena transportadora de electrones
(Verslues y Sharma 2012). Este transporte es realizado por las proteinas transportadoras
de prolina (ProT), cuya sobreexpresion fue encontrada en el transcriptoma de tarwi que

se presenta (Figura 16).
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Con respecto a la interconexion de las vias de metabolismo de prolina con otras vias de
sefializacion, se puede resaltar la presencia de transcriptos con expresion diferencial como
la proteina FKBP peptidil-prolil cis-trans isomerasa (Figura 16), la cual est4 involucrada
en numerosos procesos bioldgicos, como la expresion génica, transduccion de sefial,
secrecion de proteinas, desarrollo y regeneracion de tejidos, lo cual resalta su importancia

(Unal y Steinert 2014).

Por otra parte, se debe tener en cuenta que la prolina no se acumula solamente en
condiciones de estrés. Segun lo reportado por (Mattioli et al. 2009), quien menciona que
en tejidos reproductivos de Arabidopsis, la prolina representa la mayor parte del pool de
aminoacidos, como resultado de la sobreexpresion de P5Cs. De hecho, en la
determinacion de prolina en tarwi, se demuestra que su acumulacion a nivel de hojas es

mucho mas significativa en condiciones de sequia (Figura 10C).

La glicina es otro aminoacido relevante en condiciones de estrés. Esta presente en aminas
cuaternarias como glicinabetaina y en proteinas de proteccion como deshidrinas (Farooq
et al. 2009). Los resultados del analisis transcriptomico muestran disminuciéon en la
expresion de las enzimas de degradacion de glicina, como la glicina descarboxilasa
(GDC) (Figura 16), indicaria el aumento de la capacidad de tarwi para mantener este
compuesto por mayor tiempo, lo cual prolongaria su efecto protector. Se debe mencionar
también, que GDC es una enzima que participa de la via de fotorrespiracion, una via
metabolica estimulada en condiciones de estrés y déficit hidrico, que es responsable de la
disminucion en la tasa de fijacion de C (Douce ef al. 2001). Por lo cual, la disminucién
en la expresion de esta enzima, puede resultar beneficiosa cuando se busca incrementar
la tolerancia a estrés hidrico. Ademas, esta el hecho de que el aminoacido glicina genera
NADPH Yy tetrahidofolato (THF) durante su degradacion a nivel mitocondrial (Douce et
al. 2001), lo cual relaciona esta via metabdlica con las vias de proteccion contra el estrés

oxidativo.

La glicinabetaina es uno de los amonios cuaternarios mas estudiados al actuar como
soluto compatible en muchos organismos, que también podria participar en las rutas de
transduccion de sefial (Farooq et al. 2009). Su sintesis se realiza a través de la oxidacion
de colina monoxigenasa (CMO) y betaina aldehido deshidrogenasa (BADH) encontradas

a nivel del estroma, y que codifican transcriptos que pueden ser procesados de manera
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andémala y degradados en cereales como arroz, lo cual impide la formacion de este
compuesto y su acumulacion (Giri 2011). La acumulacion de glicinabetaina se da en
plantas luego de estrés por sequia, temperatura, o salinidad, sin efectos negativos para las
plantas (Xu et al. 2018). Surol es la estabilizacion de la estructura cuaternaria de proteinas
y la estructura altamente ordenada de proteinas y membranas para hacer frente al efecto
deletéreo de salinidad elevada, sequias o elevadas temperaturas (Sakamoto y Murata
2000). La sintesis de este compuesto para resistir resistencia a estrés osmotico se ha
relacionado con la activacion de genes de respuesta a ABA mediante ABRE, y
recientemente, ha sido relacionada con las vias metabolicas de acido jazmonico, acido
salicilico y etileno (Xu et al. 2018), las cuales son discutidas en la seccion correspondiente
a Factores de Transcripcion. Por lo tanto, la introduccion de genes que sintetizan glicina-
betaina es un cambio deseable cuando se realizan trabajos de mejoramiento orientados a
aumentar la tolerancia a estrés en diversos tipos de plantas. Por ejemplo, se ha
comprobado que el aumento del contenido de glicinabetaina, incrementd la tolerancia a
estrés en algodon (Farooq ef al. 2009). Mientras que, en cebada, las plantas sometidas a
estrés por sequia y salinidad, mostraron cantidades elevadas de este compuesto, lo cual
brinda proteccion a la actividad enzimatica y a la vez funciona como una fuente de

nitrogeno de facil movilizacion para el alivio del estrés (Ahmed ef al. 2013).

A pesar de no ser considerado un osmolito, el glutamato es un aminoacido relevante en
el metabolismo central, al estar relacionado directamente con otros aminoacidos
considerados solutos compatibles, como arginina, glutamina, asparagina e incluso prolina
(Pandey 2015). Este aminoacido es sintetizado a partir del alfa-cetoglutarato en una
reaccion catalizada por glutamato deshidrogenasa (GDH) (Wei et al. 2004), una enzima
presente en el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) que se expresa a nivel
mitocondrial y se encuentra sobreexpresada en el transcriptoma de tarwi reportado
(Figura 16). Al incorporar NH4+, esta enzima es capaz de aliviar el estrés oxidativo

ocasionado por el catabolismo de aminoacidos en condiciones de sequia (Wei et al. 2004).

Las variaciones observadas a nivel de los transcriptos de las enzimas que controlan el
metabolismo de glutamina/glutamato (Figura 16) demuestran que los esqueletos
carbonados presentes en los aminoacidos estan siendo utilizados para su degradacion esto
parece ser una caracteristica de tolerancia de la accesion de tarwi evaluada,

probablemente en respuesta a las restricciones nutricionales impuestas por el estrés
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hidrico en tarwi. Entre esas variaciones, se encuentra la disminucion en la expresion de
Glutamina Sintetasa (GS) (Anexo 10: Osmolitos), una enzima capaz de sintetizar
glutamina a partir de glutamato (Verslues y Sharma 2012). Este hallazgo contrasta con lo
reportado por Brugiere et al. (1999), quien encontro6 que la inhibicion de GS ocasiona una
reduccion en los niveles de glutamina y prolina, con un incremento de sensibilidad al

estrés salino.

Por otra parte, la glutamina es degradada para formar glutamato, reaccion catalizada por
la enzima Glutaminasa (Verslues y Sharma 2012). Segun los resultados obtenidos, esta
enzima estuvo ligeramente elevada en el transcriptoma de tarwi (Anexo 10: Osmolitos) y
que en conjunto con la sobreexpresion observada en GDH, podrian explicar la
disponibilidad de glutamato. Esto puede ser determinante en la tolerancia a sequia
observada en tarwi, puesto que el glutamato es un precursor de la prolina (Ahmad y
Prasad 2012) y en condiciones de estrés, actia como reservorio de este compuesto

(Verslues y Sharma 2012).

El glutamato también puede ser precursor del acido y-aminobutirico (GABA), mediante
una reaccion catalizada por Glutamato Descarboxilasa (GD). GD y el receptor de
glutamato (GR) participan en la sefalizacion de Ca (Pandey 2015). Por lo cual, es capaz
de modular las vias de transduccion de sefial de hormonas como el 4cido indolacético
(AIA) con el cual forman complejos capaces de generar respuestas especificas a nivel
intracelular (Pandey 2015). Esto podria estar relacionado con la proteina transportadora
de eflujo de auxinas sobreexpresada en el transcriptoma de tarwi (Figura 16). Las
implicancias de este hallazgo se discutirdn en la seccion correspondiente a Hormonas

(Figura 23).

La asparagina sintetasa dependiente de glutamina fue una de las enzimas cuyos
transcriptos fueron sobreexpresados en el transcriptoma de tarwi en condiciones de estrés
hidrico (Figura 16). Esta enzima estd relacionada con la sintesis de asparagina, un
aminoacido capaz de actuar como soluto compatible, cuyo papel ya ha sido resaltado en

la tolerancia a sequia en L. albus (Pinheiro et al. 2004).

Estos resultados resaltan la importancia de los solutos compatibles en condiciones de

estrés, y la interconexion de sus rutas metabolicas con procesos hormonales. Por ejemplo,
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en brotes y raices de maiz expuesto a estrés por salinidad, se incremento el nivel de
sacarosa en tanto que malato, succinato y GABA se incrementaron en raices, mientras

que glicinabetaina, asparagina y glutamato se incrementaron en tallos (Pandey 2015).
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Figura 16. Genes funcionales asociados a osmolitos en el transcriptoma de L. mutabilis.

a.6. Factores de proteccion

Las proteinas que actian como factores de proteccion son mostradas en la Figura 17. En
el trabajo, se encontraron los transcriptos de 29 factores de proteccion con expresion
diferencial (11 transcriptos con expresion disminuida y 18 con expresion aumentada). La
totalidad de estos transcriptos corresponden a proteinas abundantes de embriogénesis
(LEASs), que fueron descritas en el marco tedrico. La acumulacion de estas proteinas ha
sido reportada en respuesta a estrés por sequia, en diferentes especies, que incluyen a L.

albus (Pinheiro et al. 2008).

Destaca la sobreexpresion de la proteina abundante de embriogénesis tardia (LEA) D-29-
like isoforma X4 [L. angustifolius]. Esta proteina es capaz de formar hélices anfifilicas
que, durante la desecacion, pueden actuar como trampas de iones, secuestrando iones que
estan concentrados en condiciones de estrés hidrico (De La Cruz ef al. 2009). Homologos

de esta proteina brindan resistencia a la desecacion en diferentes organismos (Wise,
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2003). Ademas, se ha observado la induccion de LEAs mediada por ABA durante el
desarrollo embrionario y en la respuesta a diferentes tipos de estrés medioambiental (De
La Cruz et al. 2009). Homoélogos de este gen han sido estudiados e introducidos en
especies como algodon y soya para realizar estudios relacionados con la tolerancia a estrés

por sequia y salinidad (Hsing et al. 1995; Galau et al. 1986).

Otro grupo de transcriptos con expresion diferencial en L. mutabilis, son homologos de
la proteina HVA22 (Figura 17). Estos elementos codifican una proteina inducida por
estrés y acido abscicico (Bahieldin ef al. 2005). En cebada, los transcriptos de este gen se
acumulan gradualmente en respuesta a ABA para mantener la dormancia. Ademas, la
sobreexpresion de esta proteina inhibe la formacién de vacuolas digestivas grandes
inducidas por giberelinas (Guo y Ho 2008). Los cambios a nivel transcripcional en este
gen sefialan la interconexion de este elemento con la sefializacion hormonal dependiente

de ABA, tal como se menciona en la seccion Hormonas (Figura 23).
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Figura 17. Genes funcionales asociadas a factores de proteccion en el transcriptoma de

L. mutabilis.

a.7. Proteasas

Adicionalmente a las modificaciones postraduccionales y segundos mensajeros, otro
mecanismo regulatorio de transduccion de sefial es la proteolisis (Kuromori et al. 2014).
La protedlisis afecta a los sistemas de transduccion de senal mediante el control de las
cantidades de factores de sefializacion al nivel de proteina. Esta protedlisis selectiva
depende de la ubiquitinacion de proteinas diana por las ligases de ubiquitina E3
(Kuromori et al. 2014). Algunos tipos de ligasas E3 han sido registradas en plantas, y
parecen estar involucradas en la sefializacion de ABA. Las proteasas a su vez, también
pueden ser activadas mediante fosforilacion por quinasas de proteinas dependientes de
Ca., que estan asociadas a reticulo endoplasmico, citoesqueleto, néclo y membrana

plasmatica (Mitra 2015).
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Las proteinas relacionadas a prote6lisis fueron incluidas dentro de las proteasas. Los 4
grupos (Figura 18) presentes estuvieron relacionados a actividad endopeptidasa (126),
actividad peptidasa (50), proteasa (22) y exopeptidasa (2). La sobreexpresiéon marcada de
enzimas como Eukaryotic aspartyl protease family protein en el transcriptoma de tarwi
en condiciones de estrés por sequia (Figura 18), puede ser causada por el ataque de las
EROs en las proteinas. Estos compuestos prooxidantes pueden causar la modificacion de
aminoacidos especificos de sitio, fragmentacion de la cadena polipeptidica, agregacion
de productos de reaccion cruzada, carga eléctrica alterada, entre otros, lo cual origina

susceptibilidad incrementada a la proteolisis (Pessarakli 2019).

Por otra parte, proteasas como subtilisin-like protease SBT4.4 con regulacion diferencial
en L. mutabilis (Figura 18), corresponde a la familia de genes Subtilisin-like protease,
que ha sido asociada con interacciones con micorrizas arbusculares y asociaciones con
rizobios en los genomas de Medicago truncatula 'y L. angustifolius. Estos genes han sido
postulados como importantes dentro de la asociacion con microorganismos, pero podrian

tener otros roles en Lupinus, al no establecer asociaciones simbidticas con micorrizas

(Hane et al. 2017).
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Figura 18. Genes funcionales asociados a proteasas en el transcriptoma de L. mutabilis.
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b. Genes diferencialmente expresados que codifican proteinas regulatorias

b.1. Complejos ligasa de ubiquitina

El estrés abiodtico induce cambios deletéreos a nivel sistémico en proteinas tanto
funcionales como regulatorias (Ashraf 2010). Estas proteinas dafiadas o mal plegadas se
van acumulando y deben ser removidas. En células eucariotas, uno de los mecanismos de
remocion mas importante a nivel de citosol y nucleo, es la via de degradacion por el
sistema Proteasoma 26S — Ubiquitina (Ub/26S) (Pandey 2015). La maquinaria molecular
de Ub/26S comprende alrededor de 31 subunidades diferentes, las cuales catalizan la
degradacion proteica de dianas ubiquitinadas (Vogues et al. 1999). En esta ruta, la
ubiquitina se liga a las proteinas destinadas a degradacion, y los complejos resultantes de
proteina-ubiquitina son luego reconocidos y catabolizados por el proteasoma 26S (Smalle
y Vierstra, 2004). La ruta Ub/26S es una de los mecanismos regulatorios mas elaborados
en plantas. El genoma de Arabidopsis codifica mas de 1400 genes, que representan mas
del 5% del proteoma y que pueden ser conectados a casi todos los aspectos de su biologia
(Lyzenga y Stone 2012; Smalle y Vierstra, 2004). Los complejos ligasa de ubiquitina, son
parte de la ruta Ub/26S al ser responsables de la ubiquitinacién. En este proceso, la
ubiquitina es agregada de manera secuencial a las proteinas, generando cadenas de
poliubiquitina estructuralmente diversas (Lyzenga y Stone 2012). Los genes
correspondientes a las ligasas de ubiquitina han sido reportados en el genoma de Lupinus
angustifolius, con roles en la interaccion simbidtica con micorrizas y rizobios (Hane et
al. 2017). En el presente trabajo, se ha encontrado presencia de estos transcriptos, los
cuales fueron separados en 4 grupos: complejo ubiquitina-ligasa cul4-RING E3 (16
transcriptos), complejo ubiquitina-ligasa SCF (8 transcriptos), actividad ligasa ubiquitina-
proteina (3 transcriptos) y otros (4 transcriptos) (Figura 19). Lo cual sefiala la importancia
de la ruta Ub/26S en la ubiquitinacion proteinas diana en tarwi sometido a estrés por

sequia.

b.1.1. Complejo ubiquitina-ligasa Cul4-RING E3 (WD40)

Las proteinas ligasa de ubiquitina (E3) representan mas del 50% del total de transcriptos
diferencialmente expresados en tarwi sometido a sequia (Figura 19). Estas proteinas
catalizan el ultimo de 3 pasos en el proceso de ubiquitinacion (Lyzenga y Stone 2012).
Por lo tanto, son las encargadas de reclutar a los sustratos que seran poliubiquitinados

(Stone 2014). La degradacion de proteinas por ubiquitinacion a través de estas enzimas

82



se ha relacionado con funciones como la degradacion, endocitosis, activacion de
proteinas, y trafico intracelular (Lyzenga y Stone 2012). Las proteinas de la familia
WD40, asi como su ortdlogo en Arabidopsis INGUBANG tuvieron expresion diferencial
en el transcriptoma de tarwi, en particular el transcripto anotado como
“Glyma.09G198200” (Figura 19). Estas proteinas han sido postuladas como proteinas de
uniéon al ADN daniado (Lyzenga y Stone 2012), lo cual podria estar relacionado con la
modificacion de la cromatina y los cambios en el sistema de defensa antioxidante, y sus
transcriptos han presentado expresion diferencial en trigo sometido a condiciones de

estrés (Hu et al. 2018).

b.1.2. Complejo ubiquitina-ligasa SCF (BTB)

Los E3 basados en CUL1 (también referidos como Skpl-Cullin-F-box [SCF]) son
proteinas que act@ian como andamiaje que unen los complejos Ub-E2 activados y la
proteina diana, para promover la conjugacion sin necesidad de un intermediario E3-Ub
(Stone, 2014). En el transcriptoma de tarwi presentado, se han encontrado las proteinas
F-box con expresion disminuida. Este tipo de proteinas tiene homologia con Drought
tolerance repressor (DOR), una proteina F-box que puede participar en un anillo de ligasa
RING E3 basado en CULL, la cual es un regulador negativo de las respuestas mediadas
por ABA (Zhang et al. 2008). Por lo tanto, la disminucién en la expresion del transcripto
anotado como “Glyma.02G191900” (Figura 19) podria estar relacionada con la
activacion o disminucion de diversas rutas hormonales en respuesta a sequia, tal como se

ha observado en auxinas y 4cido jazmodnico en arroz (Du et al. 2013)
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Figura 19. Genes regulatorios asociados a Complejos Ligasa de Ubiquitina en el

transcriptoma de L. mutabilis.

83



b.2. Hidrolasas acido-anhidrido

Las proteinas que actian como hidrolasas de acido anhidrido comprenden un grupo de
enzimas que cataliza la hidrdlisis de enlaces difosfato en compuestos como nucledsidos
di y tri fosfatados, y anhidridos que comprenden sulfonilos, como el adenil sulfonato
(Casida y Quistad 2005). Los datos de expresion de este grupo de enzimas son mostrados
en la Figura 20. La agrupacion comprende pirofosfatasas (13 transcriptos) y ATPasas de

protones (1 transcripto).

Las pirofosfatasas son enzimas que degradan el pirofosfato (PP1), regulando los niveles
de PPi presentes a nivel intracelular como producto del metabolismo de 4cidos nucleicos,
proteinas, polisacaridos y lipidos de membrana (Gutiérrez-Luna et al. 2017). Las
condiciones de estrés ambiental afectan de manera negativa la nutricion y el metabolismo
de P en plantas, lo cual también se observa en tarwi sometido a sequia (Figura 9B
Contenido de elementos en la parte aérea). Esto podria constituir una base para la
variacion observada en la expresion de estas enzimas. De hecho, se ha reportado
alteracion en la actividad de enzimas fosforoliticas fosfatasa acida, fosfatasa alcalina y
ATPasa en plantas expuestas a condiciones ambientales de estrés abiodtico, como la
salinidad del suelo, estrés osmotico y exceso de metales pesados (Mishra y Dubey 2008);
sin embargo, se debe tener en cuenta que hay trabajos que indican que la actividad de
algunas de estas enzimas, como las fosfatasas, es independiente de los niveles de fosfato,
lo cual sugiere que la respuesta génica depende del genotipo de la planta (Szabo-Negy et

al. 1992).

Proteinas como Alkaline-phosphatase-like family protein presentan expression
diferencial disminuida (log2FC=-3,4) en tarwi sometido a estrés por sequia (Figura 20).
Esta proteina corresponde a un grupo de glicoproteinas de membrana ubicuas que
catalizan la hidrodlisis de monoésteres de fosfato a pH basicos, de manera que estas
enzimas tienen un rol potencial en la utilizacion de fosfomonoésteres como fuente de Pi
requerido para el mantenimiento del metabolismo celular (Sharma et al. 2014). El
metabolismo celular se reduce en condiciones de estrés, lo cual implica la disminucion
de los requerimientos metabdlicos y podria estar relacionado con esta reduccion

observada en la expresion de esta y otras proteinas con actividad fosfatasa.
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En contraste, la enzima Inorganic H pyrophosphatase family protein (H-PPasa) mostré
sobreexpresion (Figura 20). Esta proteina es una bomba de protones electrogénica
distribuida en la mayoria de plantas terrestres y en algunos otros organismos. Es capaz de
realizar la hidrolisis de pirofosfato y transporte activo de protones (Maeshima 2000) y en
diversos trabajos, se ha demostrado el aumento de sus niveles en respuesta a estrés. Por
ejemplo, se ha observado incremento de PPasa en células de zanahoria con tratamientos
de NaCl (Colombo y Cerana 1993). La actividad de esta enzima también se incrementa
en arroz cultivado bajo condiciones de estrés por déficit de nutrientes como K, NO3 y Ca
(Kasai et al. 1998). Por otra parte, se ha observado incremento en la expresion de H-PPasa
en plantulas de arroz sometidas a estrés por anoxia y frio (Carystinos et al. 1995). Los
resultados, podrian indicar que la sobreexpresion de H-PPasa podria reemplazar la
actividad de V-ATPasa. Esta bomba ATPasa mantiene la acidez de la vacuola con gasto
de ATP; sin embargo, la disponibilidad de energia es reducida en condiciones de estrés,
por lo cual su actividad podria ser realizada por la H-PPasa, sin gasto de energia,
reduciendo los niveles de PPi y manteniendo los gradientes electroquimicos (Kajander et
al. 2013). Por lo tanto, la sobreexpresion de estos cotransportadores proton/fosfato podria
constituir un mecanismo de compensacion en respuesta al estrés energético ocasionado
por el déficit de P observado en estrés por sequia (Shenoy y Kalagudi 2005). En relacion
a su regulacion, los cambios en la expresion y actividad de H-PPasa estan regulados por
los niveles de Ca o citoquininas (Kasai et al. 1998), lo cual sera discutido en las secciones

de Hormonas y Transduccion de sefial.

\ Gene ID logFC!
7%
: Alkaline-phosphatase-like

family protein Glyma.07G129700 -3,4
DUTP-PYROPHOSPHATASE-
LIKE 1 Glyma.14G207800 -3,4

[ \
pyrophosphorylase 1 Glyma.07G048300 3,2
13 !
Inorganic H pyrophosphatase
\&3%, family protein Glyma.07G028500 4,7

[ Pirofosfatasa

[1ATPasa de protones

Figura 20. Genes regulatorios asociados a Hidrolasas Acido Anhidrido en el

transcriptoma de L. mutabilis.
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b.3. Transduccion de sefial

Las sefiales primarias del estrés son percibidas por receptores de funcion de sefial, entre
los que se encuentran los canales de membrana, bombas transportadoras o variaciones en
la fluidez de membrana (Zhu 2016). Estas sefiales son transmitidas a nivel intracelular
ocasionando estrés oxidativo, dafio a los componentes celulares (lipidos de membrana,
proteinas y acidos nucleicos) y disfuncion metabolica (Zhu 2016); sin embargo, algunos
de los mecanismos activados en respuesta a estrés, modifican los patrones de expresion
de genes de respuesta a estrés corriente abajo. Lo cual es especialmente importante en la
adaptacion a condiciones de estrés en genotipos tolerantes (Zhu 2002). El conjunto de
mecanismos moleculares que conectan las vias de percepcion a un factor de estrés con la
respuesta celular al dafio originado por este factor, se denomina transduccion de sefial
(Huang et al. 2012). La transduccion de seial en respuesta a estrés por sequia consiste en
vias de sefializacion de homeostasis osmotica e i6nica, vias de respuesta a detoxificacion
(por ejemplo, control y reparacion del dafio), vias para la regulacion del crecimiento.
Estas vias comprenden la produccion de segundos mensajeros como Ca, derivados de
fosfolipidos de membrana (IP3, PIP) y EROs, los cuales actiian a nivel intracelular sobre
dianas especificas y actian activando proteinas capaces de inducir la expresion génica
corriente abajo (Zhu, 2002, Huang et al. 2012). Las enzimas relacionadas con la
produccion de estos segundos mensajeros y la transduccion de sefial, se encuentran
expresadas de forma diferencial en tarwi sometido a sequia (Figura 21) y han sido
agrupadas en kinasas (584 genes), fosfatasas (242 genes), calmodulinas (95 genes),

proteinas G (17 genes) y calreticulinas (1 gen).

b.3.1. Kinasas

Las kinasas son enzimas que catalizan reacciones de fosforilacion de proteinas diana. La
fosforilacion de proteinas es el tema central en la sefializacion intracelular y ha sido
relacionada con la adaptacion a estrés (Zhu 2002). Esto parece coincidir con los datos
presentados en tarwi, puesto que los datos transcriptdmicos muestran una gran cantidad
de genes expresados de forma diferencial en condiciones de sequia (Figura 21). Se
encontraron 584 transcriptos de kinasas, de los cuales se observa sobreexpresion en 283

(48%) y represion en 301 (52%) (Anexo 15: Transduccion de sefial).
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Entre las kinasas de proteinas reportadas en respuesta al estrés osmotico estan las kinasas
de proteinas activadas por mitogenos (MAPK), kinasas activadas por calcio, kinasas de
proteinas serina-theronina, entre otros, las cuales actiian sobre residuos de histidina,
serina/treonina y tirosina. Las cascadas de MAPK constituyen uno de los componentes
de sefializacion celular mas importantes en células eucariotas y se activan generalmente
en respuesta a estrés hiperosmotico (Hirayama y Shinozaki 2010). Un nimero grande de
MAPKs y MAPKKs y MAPKKKSs han sido identificadas en diversas especies de plantas,
las cuales funcionan en diversos procesos, generando redes complejas de interaccion. Los
niveles de transcriptos de muchas kinasas de proteinas, incluyendo miembros de la

sefalizacion MAPK se incrementan durante el estrés osmotico (Pandey 2015).

En el transcriptoma de tarwi en condiciones de sequia, se encontro expresion diferencial
en las kinasas de proteinas similares a receptores con repeticiones ricas en leucina
(leucine-rich repeat receptor-like protein kinase). Estas proteinas comprenden la familia
mas grande de kinasas receptoras en plantas, con mas de 200 miembros en Arabidopsis.
Se caracterizan por presentar tres dominios. El primero con un motivo extracelular de
repeticiones rico en leucina (LRR). Este motivo estd compuesto de secuencias ricas en
leucina repetidas en tdndem, que forma una lamina beta expuesta que media las
interacciones proteina-proteina y determina la especificidad de la union, por lo cual es
capaz de percibir las sefales (Xu et al. 2009). El segundo dominio es una region
transmembrana que fija a la proteina en la membrana. Finalmente, el tercer dominio
corresponde a un dominio kinasa citoplasmatico capaz de autofosforilarse para activarse
y que fosforila proteinas diana intracelulares que participan en diversos procesos
(Shumayla et al. 2016). De esta manera, estas proteinas regulan una gran variedad de
procesos de desarrollo y relacionados a la defensa, incluyendo proliferacion celular,
mantenimiento de células madre, percepcion hormonal, respuesta de defensa especifica
de hospedero y no especifica de hospedero, respuesta a heridas y simbiosis (Torii 2004).
Dentro de este grupo, destaca la represion en el gen de Leucine-rich repeat
transmembrane protein kinase, anotado como Glyma.01G118800 (LLRK; FC=-11.0)
(Figura 21). Este gen codifica para una isomerasa de esteroles denominada 3-BETA-
HYDROXYSTEROID-DELTA (8), DELTA (7)-ISOMERASE que realiza la unién de
di-glucosas dentro del reticulo endoplasmatico. Esta reaccion estd comprendida dentro de
la sintesis de esteroles, componentes esenciales de las membranas plasmaticas. Por lo

cual, la disminucién en la expresion de este gen podria estar relacionada con el dafio a
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nivel de membrana ocasionado por la acumulacion de EROs (Kollist ef al. 2019). Dentro
de las LLRKSs, también se observo otros transcriptos que mostraron represion, los cuales
fueron anotados como Glyma.05G158800, Glyma.08G229100, Glyma.14G060400,
Glyma.10G177300, Glyma.02G203600 (Figura 21). Dentro de estos, se puede destacar
al gen Glyma.08G229100 del cromosoma 8 de soja. Este gen esta comprendido en
regiones genomicas asociadas a la tolerancia a salinidad en las bases de datos de
Phytozome y Soybase, por lo que ha sido considerado como uno de los genes candidatos
para proveer tolerancia a salinidad (Duc 2018). Por tanto, en tarwi, la represion de este
gen (logFC=-6,1) puede estar relacionada con el incremento de toxicidad generado por la

acumulacion de iones que se presenta en estrés por sequia.

Otros transcriptos con expresion diferencial encontrados en tarwi sometido a sequia
fueron los mitogen-activated protein kinase kinase kinase (MAPKKK; Figura 21). Estas
proteinas pertenecen a la cascada de sefializacion de MAPK, conformada por mas de 110
genes en Arabidopsis (Raja et al. 2017). Esta cascada comprende al menos tres kinasas
de serina/tronina que actian secuencialmente, una kinasa de kinasa de kinasas MAP, una
kinasa de kinasas MAP y una kinasa MAP, cada una de las cuales fosforila y activa la
siguiente kinasa en la cascada de sefalizacion (Jagodzik et al. 2018). Una vez activas, las
MAPKs fosforilan diversas proteinas efectoras en residuos de serina/treonina,
activandolas en el citoplasma o nucleo. Entre las proteinas activadas incluyendo otras
kinasas, enzimas, proteinas del citoesqueleto o factores de transcripcion (Rodriguez et al.
2010). Es notoria la relacion de esta cascada de sefializacion con las vias de senalizacion
hormonal de auxinas, etileno, 4cido salicilico, acido jazmonico, brasinoesteroides y ABA
Dentro de este grupo, destaca la sobreexpresion de dos transcriptos de MAPKKKS:
Glyma.01G184000 y Glyma.11G058300 (logFC=4,2 y logFC=5,1 respectivamente;
Figura 21). Este gen ha sido reportado como un gen regulado a nivel transcripcional por
ABA (Menges et al. 2008). En tanto que MAPKKK 14, un gen reprimido (logFC=-7,0)
ha sido reportado como un gen de senalizacion dependiente de ABA (Sah et al. 2016),
relacionado con el eflujo de Ca, que aparece como un candidato para la caracteristica de
senescencia retrasada (stay-green) en maiz (Renaud, 2015). La expresion diferencial de
estos genes de la cascada MAPK en tarwi sometido a sequia, parece estar relacionada con
la variacion transcripcional observada en los genes de la via dependiente de ABA (Figura

21, Seccion Hormonas).
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Otras proteinas con funcion kinasa de receptores son las comprendidas dentro de las
kinasas receptores serina/treonina (RSTK). Estas proteinas fosforilan residuos de serina
y treonina, interactiian con otras proteinas para ejercer un amplio rango de procesos que
incluyen la resistencia a enfermedades y la regulacion del desarrollo, al reconocimiento
de células propias (Afzal et al. 2008). Las kinasas de proteinas con receptores de lectina
tipo G (G-LecRKs) son proteinas con un dominio extracelular similar al motivo de unién
a manosa de la aglutinina de Galanthus nivalis (GNA). Este grupo comprende 32
miembros en Arabidopsis, 100 en arroz y 177 en trigo (Teikeira ef al. 2018). Un miembro
de este grupo ha sido encontrado en el transcriptoma de tarwi sometido a estrés por sequia
presentado. Tal como se muestra en la Figura 21, el gen G-type lectin S-receptor-like
serine/threonine-protein kinase tiene una sobreexpresion elevada en condiciones de
sequia (logFC=8,8). Este hallazgo es importante dado el trabajo de Sun et al. (2013),
quien sostiene que este gen es importante en la transduccion de sefal en respuesta a estrés.
En soja, la proteina GsSRK, perteneciente al grupo de G-type lectin S-receptor-like
serine/threonine protein kinase ha demostrado ser un regulador positivo de la tolerancia
a estrés por salinidad (Sun et al. 2013). El estudio de expresion en plantulas de soja
sometidas a estrés por salinidad y sequia, demostré que los transcriptos de GsSRK se
incrementan en hojas y raices luego del estrés. Lo cual indica que este gen puede estar
involucrado en la transduccion de senal por estrés osmotico, por salinidad y sequia. En
tanto que la sobreexpresion de GsSRK en Arabidopsis resultd en un incremento en la
tolerancia a estrés por salinidad en diferentes etapas de desarrollo, asi como mayor
rendimiento de semillas bajo condiciones de estrés salino. Lo cual proporciona evidencia
de que este gen es una kinasa de proteinas putativa y cumple un rol importante en las

respuestas vegetales a salinidad (Sun et al. 2013).

b.3.2. Fosfatasa

La fosforilacién es un mecanismo regulatorio que constituye la forma principal para
controlar la funcién de una proteina, regulando la mayoria de los procesos bioldgicos y
operando en todos los seres vivos. Este proceso es regulado por las enzimas que fosforilan
(kinasas) y defosforilan (fosfatasas) las proteinas diana (Uhrig ef al. 2013). En plantas, el
estrés activa primero la via de MAPK a través de la fosforilacion de proteinas para la fase
de adaptacion, y luego, las proteinas fosforiladas son defosforiladas por fosfatasas de
proteinas (PP) cuando el estimulo ha sido captado (Liu ef al. 2009). Otra ruta para la

activacion de la via de transduccion relacionada con fosfatasas esta relacionada con el
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estrés oxidativo observado en condiciones de estrés por sequia. La peroxidacion de lipidos
de membrana puede llevar a la disminucion de insaturacion y fluidez de membrana (Sun
et al. 2010), lo cual puede causar destruccion de la integridad celular, y activacion de las
fosfolipasas activadas por EROs (Wang et al. 1989). De cualquier forma, la accion de
PPs esta involucrada en la transduccion de sefial de ABA bajo sequia y estrés salino en
Arabidopsis, arroz, tabaco y Fagus sylvatica (Li et al. 2008). La regulacion de estos genes
en condiciones de sequia es observada también en tarwi, al encontrarse 257 transcriptos
expresados de forma diferencial (Figura 21). De estos, 112 (44%) mostraron
sobreexpresion, en tanto que 145 mostraron expresion disminuida (Anexo 15:

Transduccion de sefial)

La clasificacion de estas enzimas en plantas superiores segin la presencia de diferentes
residuos de aminoacidos en sus centros activos, ha demostrado la presencia de dos grupos:
fosfatasas de serina/treonina, y fosfatasas de tirosina. Otra clasificacion basada en la
especificidad de sustrato y la sensibilidad a inhibidores especificos, ha mostrado la
presencia de cuatro grupos: PP1, PP2A, PP2B o PP2C (Luan 2003). Por ultimo, segun el
pH 6ptimo necesario para su actividad catalitica, las fosfatasas son clasificadas cémo
alcalinas o 4cidas, las cuales hidrolizan grupos fosfatidil en 4cidos grasos libres y fosforo
soluble en las células vegetales (Barret-Lannard et al. 1982). A este ultimo grupo
pertenece el transcripto Inorganic H pyrophosphatase family protein, el cual fue
sobreexpresado en condiciones de estrés por sequia en tarwi (logFC=4,7; Figura 21). Este
gen actia en condiciones de estrés salino y por sequia, al mantener un nivel de fosfato
inorganico que puede ser cotransportado con protones (H+) junto a una fuerza proton-
motriz (Olmos y Hellin 1997). La actividad y expresion de fosfatasas acidas se incrementa
en condiciones de estrés por sequia y por salinidad, tal como se ha demostrado en células
de tallos, hojas y raices de Medicago sativa. Observandose diferencias entre la actividad
de esta enzima en dos genotipos, lo cual sugiere que la actividad de fosfatasa acida es
genotipo-dependiente (Ehsanpour y Amini 2003). Otro estudio revel6 el incremento de la
actividad de fosfatasa acida, permeabilidad de membrana y malondialdehido en
Chenopodium album sometido a estrés por sequia; sin embargo, al someter las plantas a
estrés por sequia severo, los sistemas metabolicos fueron afectados y la actividad de la
enzima disminuy6, presumiblemente porque al ser una enzima contenida dentro de las
membranas celulares, la fosfatasa acida fue inactivada cuando las membranas celulares

sufrieron mas dafio (Sun et al. 2010).
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Otra de las familias de fosfatasas con relevancia por su rol durante el estrés es la familia
PP2C. Al realizar la defosforilacion, las fosfatasas PP2C revierten los cambios inducidos
por las cascadas de kinasas de proteinas especificas (Yang et al. 2004). Esta accion se
lograr con la unién conjunta de PP2Cs con otras fosfatasas (PTPs, DSPTPs y PP2As) en
la defosforilacion e inactivacion de componentes clave de las cascadas de transduccion
de sefial, incluyendo RLKs, asi como las cascadas MAPK (Schweighofer et al. 2004;
Takezawa, 2003). Las proteinas PP2C también han sido involucradas en las rutas de
sefalizacion activadas por estrés, incluyendo sequia, salinidad, frio, y por hormonas
vegetales, como ABA y acido giberélico, asi como sus interconexiones (Chen et al. 2017;
Xiong et al. 2002). Las PP2C constituyen una de las cuatro fosfatasas de serina/treonina
presente en procariotas y eucariotas. Pertenece a una familia de proteinas codificada por
diferentes genes en especies vegetales (Kerk ez al. 2002). Se han reportado 76 miembros
de esta familia en Arabidopsis y 94 en Medicago truncatula, lo cual hace de este grupo,
la familia de fosfatasas de proteinas mas grande en plantas superiores (Schweighofer et
al. 2004; Yang et al. 2018). En el analisis de expresion en tarwi, se encontrd expresion
diferencial en 29 genes (Anexo 15: Transduccion de sefial). Dentro de estos datos, destaca
la fosfatasa Protein phosphatase 2C family protein anotada como (Glyma.20G238100),
que mostro represion en tarwi sometido a sequia (FC=-7,8; Figura 21). Esta expresion
diferencial parece ser relevante en la respuesta a estrés en tarwi, tal como se ha
demostrado en otras especies. Por ejemplo, en Arabidopsis, la transduccion de sefial por
ABA es regulada de forma negativa por PP2C, incluyendo ABIl, ABI2, HABI,
AtPP2CA y RABI18 (Kuhn et al. 2006). Ademas, la sobreexpresion de ZmPP2C aumentd
los dafos causados por estrés salino y por sequia, lo cual sugiere que ZmPP2C actia como
un regulador negativo en las vias de sefializacion de respuesta adaptativa inducida por
sequia, para proteger a las plantas del dafio (Liu ez al. 2008). En tanto que en Sporobolus
stapfianus, denominado gras de la resurreccion, la expresion de PP2C fue downregulada
bajo estrés por sequia severa (Neale ef al. 2000). Por ultimo, la downregulacion del
transcripto ZmPP2C se observo en las tres lineas de maiz tolerantes a sequia, mientras los
niveles de transcriptos fueron upregulados en las dos lineas sensibles a estrés por sequia
(Li et al. 2008). Estos hallazgos sefialan que la represion de esta enzima podria estar
relacionada con la tolerancia a sequia observada en esta accesion de tarwi; sin embargo,
se debe tener en cuenta que la expresion diferencial de PP2C, depende los 6rganos y de

la tolerancia a estrés presente en el material evaluado. Esto se ha visto en Medicago
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truncatula, en la cual se ha encontrado diferentes patrones de expresion en los genes

PP2C, en respuesta a estrés por sequia, frio y ABA (Yang ef al. 2018).

Un miembro de la familia de fosfatasa de proteinas serina/treonina inducida en respuesta
a estrés en tarwi es el gen serine/threonine-protein phosphatase 7 long form homolog
(PP7) (XP_019433587), el cual mostr6 sobreexpresion (logFC=5,7; Figura 21). Este gen
pertenece a la subfamilia de proteinas fosfatasas PP7, la cual es Unica para plantas y el
dominio difiere de los otros miembros de la familia PPP al carecer de dominios de mano
de factor de elongacion (EF), dominios de extension en las regiones C y N terminales, y
presentar regiones cargadas de longitud variable dentro del dominio catalitico (Uhrig et
al. 2013; Andreeva y Kutuzov 2009). Al tener una sefial de localizacién terminal C-
terminal, presentan ubicacién nuclear constitutiva (Andreeva y Kutuzov 2001). La
actividad de esta enzima parece estar influenciada por los niveles de Ca, dado que la
region de insercion catalitica ha mostrado ser capaz de unirse a la calmodulina in vitro,
de una forma dependiente de Ca (Kutuzov y Andreeva, 2001). La subfamilia de fosfatasas
PP7 ha sido implicada en diversas funciones sensoriales, en particular, la percepcion de
luz a través de la regulacion del criptocormo y fitocromo (Miller ef al. 2003). Ademas,
esta percepcion de luz parece estar relacionada con el control de la apertura de estomas
mediante la sefalizacion de luz azul por criptocromo y la defosforilacion de una proteina
con motivos dedos de zinc denominada HYPERSENSITIVE TO RED AND BLUE 1-
HRB1 (Sun ef al. 2012). Asi mismo, la expresion de MAIL1, una proteina con dominio
PP7, ha demostrado la importancia de estas fosfatasas en el crecimiento y diferenciacion
(Uhlken et al. 2014). Un mutante de Arabidopsis con pérdida de esta funcion desarrolld
raices primarias cortas, en las cuales las células meristematicas acumularon rupturas de
doble cadena en el ADN y sufrieron muerte celular masiva. Adicionalmente, los mutantes
para este gen mostraron defectos en la diferenciacion en tejidos de la raiz y los brotes,
desarrollando estructuras similares a callos, desorganizadas (Uhlken et al. 2014). Por
ultimo, se ha demostrado que PP7 es capaz de interactuar con calmodulina (CaM) en la
sefalizacion de termotolerancia en plantas (Liu et al. 2007). Las lineas knockout de
Arabidopsis para AtPP7 mostraron disminucion en la termotolerancia. En tanto que las
lineas con sobreexpresion de este gen, mostraron incrementada termotolerancia.
Adicionalmente, se ha observado que AtPP7 puede interactuar con un factor de
transcripcion HSF, lo cual sugiere que AtPP7 regula la expresion de los genes HSP (Liu

et al. 2007). Estos hallazgos son de importancia, puesto que sugieren una relacion entre
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la sobreexpresion de PP7 y las variaciones en la apertura estomatica, en la transduccion
de senal y crecimiento reportadas en condiciones de sequia en todas las plantas (Aroca

2012).

La represion observada en Haloacid dehalogenase-like hydrolase (HAD) (logFC=-4,7;
Figura 21) podria estar relacionada con la disminucioén de P observada en condiciones de
sequia en la parte aérea de tarwi (Figura 9B). En arroz, se ha observado que las lineas que
sobreexpresan este gen OsHADI, una proteina con actividad fosfatasa y fitasa,
defosforilan fosforo orgédnico celular. De esta manera y en conjunto con la accion de
kinasas, regulan el estado de fosforilacion de dianas downsteram, para lograr la
homeostasis de Pi en condiciones de Pi limitante. Es decir, esta enzima esta relacionada

con la acumulacién de fosfato en condiciones de estrés (Pandey et al. 2017).

Otro de los hallazgos destacables fue la expresion diferencial de ATPasa caseinolitica
(ATPasa Clp; Figura 21). Esta proteina pertenece a una familia cuyos miembros forman
grandes estructuras de anillo hexaméricas en un proceso dependiente de ATP (Snider et
al. 2008). Estas proteinas pertenecen a la superfamilia de AAA+, con dos dominios AAA
que actian en el ensamblaje y desensamblaje de complejos proteicos (Frickey y Lupas,
2004). Ademas, las ATPasas Clps se consideran componentes de maquinas moleculares,
trabajando en un niumero de procesos celulares diversos ligados su actividad fosfatasa
(Hoskins et al. 2001). Estas proteinas pueden acoplar la energia producida en la
degradacion del ATP con el desplegamiento de proteinas, mediante reacciones que
involucran desensamblaje de complejos y agregados proteicos (Hoskins et al. 2001). De
esta forma, participan en la sefializacion para el control citosolico de proteinas dafiadas,
lo cual comprende su participacion y probablemente actian como punto de control de
calidad de proteinas nuevamente importadas (Wu et al. 2019). Por otra parte, las ATPasa
Clp han sido relacionadas con otros procesos como la replicacion de ADN, la tolerancia
a estrés por calor, el control de la expresion génica, la degradacion de proteinas e incluso
la herencia de factores similares a priones (Hoskins ef al. 2001); sin embargo, en
condiciones de estrés, su accion al desplegar y replegar proteinas parece ser mas relevante
al permitir su accion como chaperonas (Muthusamy et al. 2016; Hoskins ef al. 2001). En
condiciones de estrés, las ATPasas Clp minimizan la agregacion de proteinas con su
actividad chaperona (Snider ef al. 2008). Ademas, su subunidad proteolitica ClpP tiene

como dianas a proteinas dafadas a las cuales degrada (Shikanai 2001). Estos mecanismos
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permiten mantener la calidad de las proteinas celulares, lo cual incrementa la tolerancia
de las plantas durante condiciones de estrés (Muthusamy et al. 2016). De hecho, la
expresion de muchos miembros de esta familia de proteinas varia en respuesta a diferentes
factores de estrés. Por ejemplo, la proteina inducida por salinidad AtClpD, confiere
tolerancia a sequia en Arabidopsis (Tran et al. 2004). Ademas, estudios de expresion en
trigo han demostrado que los genes Clp clase I, se expresan de forma diferencial por
diversos factores de estrés. De entre estos factores, el estrés por sequia induce la
sobreexpresion de TaClpD1 (Muthusamy et al. 2016). Estos resultados parecen sustentar
el hecho de que el transcripto de ATPasa Clp correspondiente a (Glyma.04G203300) haya
mostrado una expresion diferencial elevada (logFC=7,1; Figura 21) en respuesta a

condiciones de sequia en la accesion P03, tolerante a sequia.

b.3.3. Calmodulina

El Ca es uno de los elementos mas abundantes en la tierra; sin embargo, los altos niveles
de Ca citosolico son toxicos para las células, pues favorecen la formacion de compuestos
insolubles derivados de fosfatos y complejos con macromoléculas. Por esta razon la
concentracion de Ca fuera de la membrana es usualmente en un nivel milimolar. En
contraste, la concentracion de Ca en el cictoplasma y el nicleo se mantienen bajas en
condiciones basales (Zeng et al. 2015). A nivel de membrana, los gradientes de Ca estan
involucrados en los procesos de sefializacion celular y controlados por diversas proteinas,
como canales de respuesta a estimulos de Ca, bombas de Ca, e intercambiadores de Ca/H
(Kudla et al. 2010). A nivel intracelular, el Ca acta en la transduccion de sefial de células
eucariotas. Los estimulos externos son percibidos por sensores a nivel de membrana o
citosolicos, que activan una cascada de sefalizacion que libera en el citoplasma Ca
proveniente del reticulo endoplasmico liso, o del medio extracelular (Reddy et al. 2011;
Tang et al. 2017). Luego, el Ca actia como un segundo mensajero al unirse a sensores de
union al Ca e inducir cambios conformacionales, que promueven una interacciéon con
efectores o modulan su propia actividad catalitica (Tang et al. 2017). En vegetales, se han
identificado diversas proteinas de union a Ca, entre los cuales se encuentran las
calmodulinas (CaM). El analisis funcional de estas proteinas indica que cumplen roles
importantes en el desarrollo vegetal y la respuesta a diversos factores abidticos,
incluyendo salinidad, temperatura, luz y estrés osmético (Reddy et al. 2011). De hecho,
en el transcriptoma de tarwi sometido a sequia reportado, se observan 113 genes

expresados diferencialmente (Figura 21). De este total, 60 genes (53%) se encuentran
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sobreexpresados, mientras que 53 (47%) estuvieron reprimidos (Anexo 15: Transduccion
de sefial), lo cual resalta la importancia de estas proteinas en condiciones de estrés por

sequia.

Las proteinas calmodulina (CaM) y similares a calmodulina (CMLs) son un grupo de
proteinas de union al Ca, presente en todos los eucariotas. Se trata de proteinas pequefias,
acidas, con dos dominios manos EF ubicados en los extremos Ny C (Du et al. 2011). Las
CaM y CMLs actiian como sensores de Ca al unirse a este metal. Una vez que estan
cargadas con Ca, interactiian y regulan un amplio espectro de proteinas diana, como
canales, bombas y transportadores para diferentes iones, factores de transcripcion, kinasas
de proteinas, fosfatasas de proteinas, enzimas metabodlicas y proteinas con funciones
biologicas desconocidas (Zeng et al. 2015). En Arabidopsis, se encuentran 7 genes de
CaM (CaM1/4; CaM2/3/5; CaM6; CaM7), los cuales se diferencian en 1-5 aminoacidos
(McCormack et al. 2005). En Arabidopsis, arroz, Solanum lycopersicum, Populus
tremula, entre otros, se ha encontrado que estas proteinas, asi como sus elementos cis y
expresion diferencial cumplen un rol en respuesta a estrés osmotico y por salinidad (Zeng

et al. 2015; Tang et al. 2017).

En tarwi, el transcripto 1Q-domain 26 mostrd represion en respuesta a sequia (logFC=-
7,9; Figura 21). Este transcripto codifica una proteina con un motivo isoleucina glutamina
(IQ), que interacttia con calmodulina (Fischer et al. 2013). Los motivos I1Q aparecen en
repeticiones en tindem para unir multiples moléculas de calmodulina con mayor afinidad
en la ausencia de Ca (Li y Sacks 2003). Estas proteinas cumplen una gran variedad de
funciones bioldgicas (Bahler y Rhoads 2002). Entre estas funciones se cuentan la unién
a microtubulos, la sefializacion de auxinas en el desarrollo y crecimiento (Burstenbinder
et al. 2017); sin embargo, las funciones de los dominios IQ no han sido investigadas al

detalle en plantas (Fischer ef al. 2013).

Otro gen con un nivel de expresion diferencial saltante es calmodulin-like 38 (CML38).
Los transcriptos de este gen fueron altamente sobreexpresados (logFC=7,7; Figura 21).
Esta proteina es un sensor de Ca con dominios manos EF (Ogunrinde et al. 2017).
Ademas, actia como un regulador de silenciamiento génico de proteinas parecidas a
calmodulina por interaccion con nucleoproteinas ARN mensajeras (mRNPs). Su nivel de

expresion se ha visto incrementado mas de 300 veces en plantulas de Arabidopsis
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sometidas a hipoxia (Lokdarshi et al. 2016). Ademas, se ha estudiado su rol en los
procesos de desarrollo y vias de respuesta a estrés por salinidad, sequia y ABA en
Arabidopsis. Observandose que el tratamiento con sequia increment6 la expresion de este
transcripto en el dpice caulinar, hipocétilo y en la raiz. De manera notoria, este incremento
se mantuvo elevado incluso a las 24 horas de tratamiento (Vanderbeld y Snedden 2007),
lo cual senala que esta proteina participa de forma activa en las vias de sefalizacion en

respuesta a sequia severa en plantas.

b.3.4. Proteina G

Las sefiales producidas por estrés abidtico son percibidas por sensores osmoticos o
receptores asociados a proteinas G (GPCRs) presentes en la membrana celular. Lo cual
lleva a la activacion de la proteina G (disociacion del dimero de G-alfa y G-beta) y
regulando efectores corriente abajo (Tuteja y Sopory 2008). Existen dos tipos de proteinas
G, monoméricas y heterotriméricas. Estas ultimas estdn conformadas por 3 proteinas: G-
alfa, G-beta y G-gama (Jones y Assmann, 2004), las cuales tras ser activadas por
fosforilacion/defosforilacion del GTP, activan proteinas de respuesta, iniciando procesos
de sefializacion intracelular (Trusov y Botella, 2016). En plantas, las proteinas G han sido
involucradas en procesos como defensa, desarrollo morfoldégico, proliferacion celular,
regulacion de canales idnicos, control de estomas, percepcion de luz, desarrollo temprano
y respuesta a fitohormonas incluyendo ABA (Tuteja y Sopory 2008; Trusov y Botella
2016). Los datos presentados en tarwi sostienen el hecho de que la transduccion de sefial
por proteinas G es esencial. En esta especie (Figura 21), se encontr6 expresion diferencial
en 26 genes relacionados con la sefializacién por proteinas G. De estos, hubo 10 genes

reprimidos (38%) y 16 sobreexpresados (62%).

Entre los transcriptos reportados, destaca la represion del gen de Transducin family
protein / WD-40 repeat family protein se encontro6 reprimido (logFC=-5,7). Esta proteina
parece estar involucrada en la interconexion entre vias de sefializacion por factores de
transcripcion y la disminucion de la division celular en respuesta a estrés (Fu et al. 2014;
Greb et al. 2007; Zhang et al. 2014). La proteina codificada por WD-40 repeat family
protein presenta dominios esenciales para la interaccion proteina-proteina en dos genes
relacionados a la senalizacion de estrés. El primero denominado RELATED TO
ABI3/VPI (RAV1), un factor de transcripcion de la familia AP2/ERF que se sobreexpresa

en respuesta a bajas temperaturas y son reguladores negativos del crecimiento y estrés
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abiotico, sequia y salinidad (Fu et al. 2014). En tanto que el segundo es
VERNALIZATION 5 (VRNY), una proteina involucrada en el silenciamiento génico en
Arabidopsis durante vernalizacion (Greb et al. 2007). Ademads, se ha demostrado que un
dominio WD40 en el gen STENOFOLIA (STF) de Medicago truncatula tiene un rol clave
en crecimiento foliar y la proliferacion celular en la union axial-abaxial (Zhang et al.
2014). Las plantas con versiones mutantes de este gen, muestran una reduccioén dramatica
en el ancho de la hoja, debido a la reduccion en la proliferacion celular en direccion lateral

(Nakata et al. 2012).

Gene 4] logFC Gene L] F
Protein phosphatase 2C family Leucine-rich repeat transmembrane protein
iorotein® Glyma.206238100| 7,8 kinase* Glyma.01G118800
white-brown complex homolog LEAF RUST 10 DISEASE-RESISTANCE LOCUS
orotein 11* Glyma.13G043000| 7,0 RECEPTOR-LIKE PROTEIN KINASE-like2 XP_019427644.1
Haloacid dehalogenase-like hydrolase 5-locus lectin protein kinase family protein  Glyma.08G061000 8,0
(HAD) superfamily protein Glyma.13G225100 -4,8 Leucine-rich repeat protein kinase family
DNAse I-like superfamily protein Glyma. 106028400 -4,2 protein Glyma.05G158800 57,6
P 100p containing nucleoside K-locus lectin protein kinase family protein  Glyma.07G188800 7,6
ltriphosphate hydrolases superfamily 1 mitogen-activated protein kinase kinase kinase
protein Glyma.106123400 4,0 14 Glyma.026228300 7,0
inorganic H pyrophosphatase family Leucine-rich repeat protein kinase family
iprotein Glyma.07G028500 4,7 protein Glyma 086229100 -6,1
lserine/threonine-protein phosphatase 5 Leucine-rich repeat protein kinase family
17 long form homolog, partial XP_019430208.1 S protein Glyma.14G060400 -6,0
PRS-iike receptor kinase Glyma.026183300 5,6
Iserine/threonine-protein phosphatase Inflorescence meristem receptor-like kinase 2 Glyma 016125800 -5,5
7 long form homolog, partial* XP_019433587.1 KCyclin family protein Glyma.14G037100 -5,2
Clp ATPase Glyma.04G203300 wKin: ptor family 3 Glyma.13G244200 -5,0
" Phosphatidylinositol-4-phosphate S-kinase
15 Phosphatase amily protein Glyma.13G196700 5,0
] Calmodulin Cyclin AL;1 Glyma.066116100 -4,9
1.0 : cyclin-dependent kinase 822 Glyma.17G262300 4,7
§ G-protein KCyclin family protein Glyma.19G127200 4,5
%05 @ Calreticulin Cyclin B2;3 Glyma.11G084500 4,5
Leucine-rich repeat protein kinase family
05 protein Glyma 106177300 4,3
Control  Sequia atauroral Glyma.06G088800 4,3
Protein phosphatase 2C.. Serine/threonine-protein kinase WNK (With
No Lysine)-related Glyma.04G041700 4,3
Leucine-rich repeat protein kinase family
15 protein Glyma.02G203600 4,2
= Protein kinase superfamily protein Glyma.096182000 {41
mitogen-activated protein kinase kinase kinase
20 s 1.0 5 Glyma.01G184000 | 4,2
is x hikimate kinase like 1 Glyma.02G073000| 4,2
s w05 5-methyl-5-thioribose kinase Glyma.206129700 4,3
X 10 Leucine-rich repeat receptor-like protein i
£ e 0.0 kinase family protein Glyma.18G254000 | 4,3
. 5053-interacting protein 4 Glyma.13G069500 4
0 Control  Sequia Protein kinase superfamily protein Glyma.19G019900 2
Control  Sequia 1Q-domain 26 Protein kinase superfamily protein Glyma.10G271800
saringRAreoninge. Mall-associated receptor kinase-like 8 XP_019418698.1
mitogen-activated protein kinase kinase kinase
Glyma.11G058300 5,1
15 LEAF RUST 10 DISEASE-RESISTANCE LOCUS
RECEPTOR-LIKE PROTEIN KINASE-fike 1.4
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b.4. Factores de transcripcion

Los factores de transcripcion actian como reguladores maestros de procesos celulares,
por lo cual, son excelentes candidatos para modificar caracteristicas complejas en plantas
cultivadas. De manera que las tecnologias basadas en factores de transcripcion seran muy
probablemente parte de la siguiente generacion de cultivos biotecnoldgicos exitosos
(Ambawat et al. 2013). Estos factores de transcripcion se agrupan en diferentes familias,
capaces de regular numerosos genes funcionales de respuesta a estrés. La clasificacion de
los transcriptos correspondientes a factores de transcripcion se detalla en la Figura 22.
Los transcriptos se agrupan en las siguientes familias: bHLH (39 transcriptos), WRKY
(37 transcriptos), myb (28 transcriptos), NAC (27 transcriptos), ERF/AP2 (24
transcriptos) y Otros (175 transcriptos). El nimero elevado de factores de transcripcion
observado en tarwi sometido a estrés hidrico, coincide con lo reportado para otras
especies, como Arabidopsis o soja. En estas especies, se ha observado variaciéon en su
expresion, lo cual sugiere su importancia en la regulacion génica (Castilhos et al. 2014).
A tal punto que han sido utilizados en transformacion para generar lineas con tolerancia

a estrés (Hussain et al. 2011, Ashraf 2010).

b.4.1. Familia bHLH

Las proteinas basic helix-loop-helix (bHLH) constituyen una gran familia de factores de
transcripcion conservados presentes en organismos eucariotas que estan involucrados en
una gran variedad de procesos regulatorios. Estas proteinas forman un grupo monofilético
que constituye la familia génica mas grande de factores de transcripcion en plantas. En
Arabidopsis, por ejemplo, esta familia incluye 225 genes, mientras en arroz, 211 genes
(Ji et al. 2014). Estos factores de transcripcion presentan dominios que facilitan la
interaccion entre proteinas, permitiendo la formacion de complejos de homodimeros y
heterodimeros (Carretero et al. 2010). Ademads, estan involucrados en procesos de
desarrollo, percepcion de luz, homeostasis de hierro y fosforo y las vias de sefializacion
de fitohormonas (Osorio et al. 2012). Ademas, han sido involucrados en la respuesta a
estrés por sequia (Castilhos et al. 2014). En este sentido, los bHLH pueden activar genes
de Respuesta a Desecacion (RD). En Arabidopsis, los genes RD actiuan en la via de
transduccion de sefalizacion a estrés al contener elementos ABRE y DRE, por lo cual
estan involucrados en la respuesta dependiente e independiente de ABA (Castilhos et al.

2014). Ademas, algunos miembros de la familia bHLHs son esenciales para la regulacion
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de la respuesta a acido jazmoénico JA (Fernandez-Calvo ef al. 2011). En tanto, en tarwi,
se han encontrado 39 transcriptos correspondientes a esta familia (Figura 22) de los cuales
22 mostraron represion (56%), en tanto que se encontrd 17 (44%) sobreexpresados

(Anexo 16: Factores de transcripcion).

De entre los transcriptos observados, destaca la disminucion en la expresion de 7
transcriptos. Entre los cuales estd bHLH63 (logFC=-7.6; Figura 22), que corresponde al
homologo de una proteina de respuesta a estrés por salinidad en arroz, o café¢ (Haile y
Kang, 2018). En maiz, un gen de la familia bHLH (PTF) se ha asociado con la sintesis de
ABA, mientras que en tomate, se ha observado que las lineas que sobreexpresan bHLHs,
pueden incrementar de forma significativa los niveles de ABA, mejorando la tolerancia
al estrés por sequia y salinidad (Li ef al. 2019; Chen et al. 2016; Waseem et al. 2019).
Por lo tanto, la represion de estos genes podria indicar la disminucion de la via
dependiente de ABA en esta accesion de tarwi. Estos hallazgos seran discutidos en la

seccion Hormonas.

b.4.2. Familia WRKY

Los factores de transcripcion WRKY (tryptophan, W; arginine, R; lysine, K; tyrosine, Y)
tienen motivos de dedos de Zinc, y son activos en la sefializacion hormonal (Melorose et
al. 2015). Ademas, presentan funciones regulatorias clave en la defensa vegetal contra
salinidad, dafio mecénico, sequia, frio, plagas y enfermedades, asi como en el desarrollo
de semillas, tricomas y en la biosintesis de metabolitos secundarios (Melorose et al.
2015). El metaandlisis de los genes WRKY ha demostrado su rol esencial en las
respuestas de las plantas a estrés por sequia (Guo et al. 2019). Por esta razon, estos
factores de transcripcion han sido empleados para el desarrollo de marcadores
moleculares para escanear la diversidad genética para genes de resistencia a estrés en
cacao (Borrone et al. 2004). Mientras, en soja, se han encontrado 188 miembros de esta
familia activados en diversas condiciones de estrés (Yu et al. 2016). Por lo cual, la
sobreexpresion de estos factores puede estar relacionada con la respuesta a estrés bidtico
o abidtico en las vias de sefializacion dependientes de ABA (Finatto et al. 2018). En el
transcriptoma de tarwi presentado, se reportan 37 miembros de esta familia expresados
de forma diferencial (Figura 22), de los cuales 35 genes (94%) mostraron sobreexpresion

(Anexo 16: Factores de transcripcion).
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En particular, la sobreexpresion del transcripto anotado como Glyma.19G221700
sobreexpresado en condiciones de estrés por sequia en tarwi (Figura 22), es de
importancia, puesto que el promotor de este factor de transcripcion ha sido utilizado para
evaluar la resistencia de soja a Phytophthora sojae (Stasko 2018). Este factor de
transcripcion también se ha encontrado sobreexpresado en soja inoculada con el mildiu

de la soja Peronospora manshurica (Dong et al. 2018).

b.4.3. Familia MYB

Los factores de transcripcion correspondientes a la familia MYB constituyen un gran y
funcionalmente diverso grupo de proteinas presentes en todos los eucariotas que
presentan repeticiones variables del dominio MYB (Myeloblastosis) (Ambawat et al.
2013). Estos dominios les permiten unirse al ADN y estan relacionados con el control del
ciclo celular, entre otros procesos (Baldoni et al. 2015). En plantas, la mayoria de
proteinas MYB pertenecen a la subfamilia R2R3, cuyos miembros presentan 2
repeticiones, con mas de 100 miembros descritos (Dubos et al. 2010). La expresion de
muchos genes MYB estd regulada por la sequia. Por ejemplo, en arroz se reportd que el
65% de los genes expresados en plantulas fueron expresados de forma diferencial bajo
estrés por sequia. Mientras que en el estudio transcriptomico de Arabidopsis, el 51% de
los genes MYB estan sobreexpresados, en tanto que el 41% son reprimidos (Baldoni et
al. 2015). En los datos de tarwi reportados en el presente andlisis transcriptomico, se
encontraron 28 genes de la familia MYB (Figura 22), entre los que se observo represion
en 8 genes (29%), mientras que 20 genes (71%) mostraron sobreexpresion (Anexo 16:
Factores de transcripcion). Estos genes MYB podrian interactuar con la expresion génica

inducida por ABA (Abe et al. 1997).

En el transcriptoma de tarwi presentado, la proteina MYB con mayor sobreexpresion fue
myb domain protein 62 (Figura 22). Esta proteina estd involucrada en la regulacion de
respuestas a estrés por déficit de fosfato y biosintesis de acido giberélico (Devaiah et al.
2009; Ballachanda et al 2009), lo cual sustenta la disminucion de P observada en la parte
aérea cuando se sometio las plantas de tarwi a sequia (Figura 9B Contenido de elementos
en la parte aérea). Por esta razon, su expresion puede estar influenciada por el déficit
nutricional causado por el estrés hidrico. En efecto, tal como se discutio en la seccion
correspondiente a Sequia en etapa vegetativa-Contenido de elementos en la parte aérea,

existe disminucion de P en la evaluacion de elementos en la parte aérea, en las plantas
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sometidas a estrés por sequia. Esta disminucion, afecta a las rutas bioenergéticas y
elementos como los 4acidos nucleicos y las membranas celulares (Palta 2000; Hu y
Schmidhaler 2001), por lo cual, su disminucion, es capaz de activar la expresion de rutas
metabolicas que permiten a esta accesion de tarwi sobrellevar las condiciones de estrés

impuestas.

Por otra parte, uno de los miembros MYB mostrados presentd disminucion en su
expresion diferencial. Tal es el caso del transcripto myb domain protein 12 (Figura 22),
que mostré represion en condiciones de sequia en tarwi. Los MYBI2 han sido
relacionados con la sintesis de flavonoles, una familia de compuestos fendlicos que
incluyen pigmentos antocianinas, proantocianidinas y flobafenos, asi como las familias
de flavonol, flavonas e isoflavonas (Lepiniec et al. 2006). Los flavonoides actian como
pigmentos, moléculas sefializadoras, agentes protectores contra estrés biotico y abiodtico
y como reguladores de fertilidad y biosintesis de auxinas (Santelia et al. 2008). En
Arabidopsis, se ha estudiado la influencia de estos factores de transcripcion MYB12 junto
con MYB11 y MBY111 en la acumulacion de derivados de flavonoles en hojas, tallos,
inflorescencias y raices (Strackle et al. 2010), lo cual podria tener implicancias en la

tolerancia al estrés.

b.4.4. Familia NAC

Los factores de transcripcion NAC se caracterizan por presentar un dominio NAC con
dominios provenientes de tres proteinas (NAM de petunia, y ATAF1/2 y CUC2 de
Arabidopsis), el cual es capaz de unirse al ADN y formar homodimeros y heterodimeros
(Shao et al. 2015). Estos factores de transcripcion tienen roles vitales en la regulacion del
crecimiento vegetal y procesos de desarrollo, que incluyen las respuestas a estrés bidtico
y abidtico (Nuruzzaman et al. 2013). Estos roles diversos son regulados por el gran
numero de proteinas NAC presentes en vegetales. Se han identificado 117 miembros de
esta familia en Arabidopsis y 153 en soja (Le et al. 2011). El andlisis de expresion de
estos factores de transcripcion ha demostrado su importancia en la regulacion de la
reprogramacion transcripcional asociada con el estrés abiotico. Por esta razon, los factores
de transcripcion de respuesta a NAC han sido usados para mejorar la tolerancia a estrés
en las plantas cultivadas por ingenieria genética (Shao ef al. 2015). En el presente trabajo,
se reportan 27 genes NAC expresados de forma diferencial en tarwi sometido a sequia

(Figura 22). De estos, 20 genes (74%) mostraron sobreexpresion, lo cual sefiala que la
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activacion transcripcional de estos factores de transcripcion en tarwi, podria estar

relacionada con la tolerancia a sequia mostrada por la accesion evaluada.

Uno de los factores de transcripcion con mas elevada sobreexpresion a nivel
transcriptomico fue NAC domain containing protein 25 (Figura 22). Este transcripto esta
involucrado en el desarrollo de fruto en Pyrus pyrifolia (Jiang et al. 2018). Ademas, se
ha visto sobreexpresado en condiciones de sequia en soja, incrementando la resistencia a
este factor de estrés durante la etapa reproductiva (Xu et al. 2018). Ademads, se han
observado cambios epigenéticos en el locus NAC25 en un estudio de la evaluacion de
memoria epigenética por modificaciones de la cromatina (por cambios en H3K4me3 o

H3K9ac) en maiz sometido a condiciones de sequia (Forestan et al. 2020).

Otros de los factores de transcripcion sobreexpresado es NAC domain containing protein
100 (Figura 22), una proteina que estd relacionada con estrés. La represion de este
transcripto se ha observado en plantulas de tabaco sometidas a estrés por déficit de potasio
(Lu et al. 2015). Por lo cual, su sobreexpresion podria estar asociada con el incremento
de K observado en tarwi sometido a condiciones de sequia (Figura 9B Contenido de
elementos en la parte aérea). Por otra parte, la sobreexpresion de NAC25 y NAC100
observada en tarwi, es comparable a lo reportado en Manihot esculenta por Fu et al.
(2016). En ese trabajo, se sugirid que estas proteinas pueden tener un rol similar a RD26,
un factor de transcripcion NAC inducible por sequia, relacionado con la hipersensibilidad

a ABA (Fu et al. 2016).

b.4.5. Familia ERF/AP2

Los factores de transcripcion ERF/AP2 son especificos de plantas y se caracterizan por
compartir un dominio de uniéon al ADN bastante conservado (Mizoi et al. 2012). Esta
familia de factores de transcripcion comprende cuatro subfamilias: AP2, RAV, ERF y
DREB, que en conjunto comprenden 145 loci en Arabidopsis, los cuales se expresan
diferencialmente en diversas condiciones de estrés (Sakuma et al. 2002). Entre estas,
destacan por su importancia en la tolerancia a estrés, las proteinas de unién a DRE
(DREBS), que activan la expresion de genes de expresion a respuesta abidtica por union
especifica a los promotores del elemento cis DRE/CRT (Mizoi et al. 2012). En
Arabidopsis, la expresion de genes de la familia ERF es regulada por la sefializacion

hormonal de 4cido jasmoénico, acido salicilico, y etileno, asi como por infeccion con
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patogenos (Guterson et al. 2004). En tanto, en tarwi sometido a sequia, se encontrd
expresion diferencial en 24 transcriptos correspondientes a esta familia. Con represion en
13 genes (54%) y sobreexpresion en 11 genes (46%; Anexo 16: Factores de

transcripcion).

Las proteinas del tipo Integrase-type DNA-binding superfamily protein reportadas en el
presente trabajo (Figura 22) son miembros de la familia de factores de transcripcion ERF
con roles diversos. Estas proteinas pueden conferir formacion de brotes independiente de
citoquininas y su sobreexpresion en explantes de raiz de Arabidopsis causa defectos
severos a nivel de meristemos (Matsuo et al. 2011). Ademas, estd involucrada en el
control de la embriogénesis y la formacion de patrones a nivel del embrion por interaccion
con PHAVOLUTA (Chandler et al. 2009). Estudios transcriptomicos han identificado
expresion alterada de genes involucrados en la respuesta a estimulos bioticos y abioticos
(Thatcher et al. 2015). En particular, es notoria la represion del transcripto anotado como
Glyma.01G074200. Este transcripto corresponde a un factor de transcripcion de soja, que
actia como un activador transcripcional al unirse al elemento promotor relacionado a
patogénesis caja-GCC. Ademas, se ha relacionado con la regulacion de la expresion
génica por factores de estrés y por componentes de las vias de transduccion de sefial en
respuesta a estrés (Duarte et al. 2006; Ding et al. 2013). Por lo tanto, se esperaria un
incremento de esta proteina en condiciones de sequia, tal como ocurri6 con el transcripto
anotado como Glyma.02G080200, el cual mostré una sobreexpresion bastante elevada.
Este transcripto comparte similitud con factores de transcripcion de respuesta a etileno
ERF y ABRI1 (E-value=0). Ademas, es mencionado en un estudio de factores de
transcripcion de soja en respuesta a estrés. En este estudio, un factor de transcripcion
similar (GmERF135), de ubicaciéon nuclear, fue altamente sobreexpresado por
tratamiento con etileno, sequia, salinidad y baja temperatura. En tanto que el analisis de
los elementos promotores de accidn cis de su secuencia sugirié que existen elementos cis
de respuesta a estrés potenciales se distribuyen en la regiéon promotora de GmERF135.
Estos elementos incluyen elementos de respuesta a ABA, luz, etileno, acido giberélico y
metil jazmonato. Al ser incorporado en Arabidopsis, este factor de transcripcion
promovié el crecimiento de raices bajo salinidad y ABA exogeno. En tanto que su
sobreexpresion en esta planta, mejor6 la tolerancia a condiciones de sequia y salinidad

(Zhao et al. 2019). Tal como se muestra, su sobreexpresion, indica que este factor de
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transcripcion podria participar en las vias de sefializacion dependiente de ABA vy etileno,

para regular la respuesta a estrés.

Otro transcripto sobreexpresado es ethylene-responsive transcription factor ABR1-like
isoform X2 (Figura 22). Esta proteina es un activador transcripcional que se une al
elemento promotor relacionado a patogénesis caja-GCC. Por lo cual, ha sido relacionado
con la regulacion de la expresion génica por factores de estrés y por componentes de las
vias de transduccion de sefial durante el estrés (Jenks et al. 2007). En particular, ABR1
es regulado de forma negativa por la via de sefializacién de Ca dentro de las vias de
transduccion de sefial (Kolukisaoglu et al. 2004). En Arabidopsis, la expresion del gen
abrl se da en respuesta a ABA y condiciones de estrés, incluyendo frio, alta salinidad y
sequia, y su funcion es disminuir los efectos del ABA durante la germinaciéon de semillas
y reprimir la expresion de genes de respuesta a ABA. Ademads, mutantes de Arabidopsis
para el gen abrl muestran acumulacion significativa de niveles elevados de ABA y
transcriptos inducidos por estrés, siendo hipersensibles a condiciones de estrés osmotico,
tales como alta salinidad y altas concentraciones de manitol (Pandey et al. 2005). En
tarwi, la sobreexpresion de este gen podria estar relacionada con la activacion de las rutas

dependientes de ABA en respuesta a sequia, lo cual sera discutido en Hormonas (Figura

22).

b.4.6. Otras familias

En plantas existen mas de 72 familias de factores de transcripcion, las cuales vienen
siendo reportadas en bases de datos online para diversas especies (Mitsuda y Ohme-
Takagi 2009). De estas, en el transcriptoma presentado de tarwi, se encontraron miembros
de 45 familias con expresion diferencial, de las cuales se muestran los transcriptos
correspondientes a las familias MADS, box, C2H2, GRAS, HB, HSF, bzip, GTF, Trihelix
y WOX, que presentaron un minimo de 4 genes expresados de forma diferencial (Figura

22).

Entre estas familias de factores de transcripcion, se puede resaltar la expresion diferencial
de WUSCHEL related homeobox 1 (WOX1) (Figura 22), el cual es parte de una familia
de proteinas WOX perteneciente a plantas y algas verdes. Miembros de esta familia tienen
roles importantes en la embriogénesis temprana y en la determinacion de la diferenciacion

celular durante el desarrollo vegetal (Hedman et al. 2013). WOX1 ha sido expresada en
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semillas (Zhou et al. 2018) y su sobreexpresion en Arabidopsis ocasiona defectos en el
desarrollo del meristemo (Zhang et al. 2011). De esta manera, la disminucién en su
expresion podria deberse a la inactivacion del desarrollo meristematico en condiciones de

sequia.

Dentro de los genes que se pueden destacar, también se encuentra la proteina global
transcription factor group B1 (Figura 22), el cual es un miembro de la familia SPTL6.
Este gen acttia como un factor de elongacion de la transcripcion que mejora la elongacion
de la transcripcion por la ARN polimerasa II. De esta manera, cumple un rol en el
mantenimiento de la estructura de la cromatina al reprimir la iniciacion de la transcripcion
de promotores cripticos, de manera que promueve el reensamblaje de los nucleosomas en
los promotores de genes reprimidos (Chen et al. 2019). Por lo tanto, la represion de este

gen podria estar relacionada con la inactivacion transcripcional.

Por otra parte, la proteina AGAMOUS-like 42 mostrd incremento en su expresion (Figura
22). Esta proteina codifica factores de transcripcion MADS-box, relacionados con SOC1,
los cuales estan involucrados en la transicion floral. Promueve la floracion en los brotes
apicales y meristemos axilares, en la via dependiente de giberelinas (Fornell ef al. 2011).
Por lo tanto, la induccion de este gen podria estar relacionada con la precocidad observada
en esta accesion de tarwi, y especialmente, en la activacion de la estrategia de escape en

respuesta a sequia.
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Figura 22. Genes regulatorios asociados a Factores de Transcripcion en el transcriptoma

de L. mutabilis.

b.S. Hormonas

Un grupo bastante grande e importante por las funciones regulatorias que cumple es el de
hormonas vegetales. En este grupo se anotaron 363 genes expresados de forma diferencial
(Figura 23). De los cuales, 225 genes (62%) fueron upregulados y 138 genes fueron
downregulados (38%) (Anexo 17: Hormonas) en las condiciones de estudio. Las

hormonas vegetales o fitohormonas constituyen un grupo de moléculas de naturaleza
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quimica diversa, capaces de regular el crecimiento y desarrollo vegetal (Sreenivasulu et
al. 2012). Estos compuestos se categorizan en 5 grupos principales: acido abscisico
(ABA), etileno (Et), citoquininas (CK), auxinas (IAA), giberelinas (GA). Aunque
también se ha encontrado funciones regulatorias en el &cido jazmonico (JA),
brasinoesteroides (BR), 4acido salicilico (SA), 6xido nitrico (NO), y estrigolactonas (SL)
(Pandey et al. 2017). Estos compuestos poseen control a corto y largo plazo sobre el
crecimiento y desarrollo vegetal y estos efectos son mediados por la expresion de genes
inducida por las hormonas (Sreenivasuluetal.,2012). Dado que diferentes hormonas
vegetales pueden regular procesos fisiologicos similares, sus vias de sefalizacion
presentan interconexion a nivel de la biosintesis de hormonas, transduccion de sefial y
expresion en 6rganos (Divi et al. 2010; Rahman, 2013). De esta manera, las hormonas
vegetales regulan las respuestas mediante su interaccion con otras vias de sefalizacion
hormonal con las cuales mantiene sefalizacion cruzada (Divi ef al. 2010; Rahman, 2013;
Meyer 2008). Estas interacciones pueden ser sinérgicas o antagonicas (Koornneef y
Pieterse,2008), las cuales cumplen un rol esencial para permitir a las plantas sobreponerse
a la adversidad ambiental (Koornneef y Pieterse,2008). En respuesta a factores
ambientales, como la sequia, la maquinaria de respuesta hormonal altera rapidamente la
expresion génica al inducir, prevenir o controlar la degradacion de reguladores como
factores de transcripcion a través de diversas vias de control de la expresion génica
(Bhattacharjee y Saha 2014). Estas variaciones explican los cambios transcripcionales
observados en las diferentes vias de sefializacion hormonal presentes en tarwi sometido a
sequia (Figura 23). Los grupos de hormonas y el nimero de transcriptos observados en el
transcriptoma de tarwi fueron acido abscisico (97), auxina (91), acido jazmonico (69),
acido salicilico (31), acido giberélico (27), citoquininas (21), brasinoesteroides (18) y

etileno (9) (Figura 23), los cuales se desarrollan a continuacion.

b.5.1. ABA

El acido abscisico (ABA) es una hormona de estrés vegetal natural y controla las
respuestas a estrés, crecimiento y reproduccion en las plantas cultivadas (Yamaguchi et
al. 2006). Cuando las plantas no estan sometidas a estrés, las concentraciones de ABA
son bajas (Khan et al. 2018); sin embargo, bajo condiciones de estrés osmotico se induce
la sintesis de ABA (Yamaguchi et al. 2006). Esta sintesis se da luego de que la sefial de
estrés es percibida por receptores en la membrana plasmatica. La sintesis de ABA se inicia

en los plastidos y finaliza a nivel de citosol con la transformacion de xantoxina a ABA
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mediante reacciones presentadas en la Figura 6. Esta hormona es generalmente sintetizada
en la raiz y transportada a las partes aéreas a través de los tejidos vasculares (Seo et al.
2002). En los organos diana, la unidad de ciclohexenona del ABA interactua con su
receptor y permite la activacion de las vias de sefializacion intracelular. De esta manera,
se inicia la ruta de sefializacion dependiente de ABA (Frackenpohl ef al. 2018). Esta via
permite regular la expresion y actividad de dianas intracelulares que permiten mantener
el balance hidrico y la tolerancia a estrés osmotico, ademds de influenciar en el
crecimiento y desarrollo (Farooq et al. 2009). De hecho, la importancia del ABA en la
tolerancia de las plantas a condiciones de estrés es tal, que las rutas de sefializacion han
sido divididas en dependientes e independientes de ABA (Harb et al. 2010; Zhu, 2002).
Los genes regulados por ABA constituyen un porcentaje mucho mas alto que para otras
hormonas, alcanzando casi el 10% en Arabidopsis (Fujita et al. 2011), lo cual se observa
también en tarwi. En el analisis transcriptomico de esta especie sometida a sequia, se
observa que los genes de respuesta a ABA constituyen el grupo més grande dentro de
hormonas, con 97 genes expresados de forma diferencial (Figura 23). De estos, 33 (34%)

fueron downregulados. Mientras que 64 (66%) fueron upregulados.

El ABA es una hormona importante que regula el desarrollo vegetal y el estrés a través
de la modulacion de la expresion de una cascada de genes a nivel genético y el control
del cierre de estomas a nivel fisiologico (Finkelstein et al. 2002). Esta accion se logra
mediante la activacion de factores de las vias de sefializacion dependientes de ABA. Una
de las primeras modificaciones es dada por las kinasas SnRK?2. Estas enzimas, activadas
por ABA, fosforilan a los factores de union al elemento de respuesta a ABA (ABFs), para
inducir sobrerregulacion de la expresion génica de respuesta a ABA (Hubbard et al.
2010). Las proteinas ABF son una familia de factores de transcripcion bZIP dependientes
de ABA, que interactuan con la secuencia conservada de accion cis ABRE (PyACGTGG/
TC), una secuencia regulatoria encontrada en las regiones 5° de muchos genes de
respuesta a ABA en plantas (Yoshida et al. 2010). En Arabidopsis, se encuentran 4
familias de genes ABF, las cuales son ABF1, ABF2, ABF3 y ABF4 (Yoshida ez al. 2015).
En particular, ABF1 es necesario para el establecimiento de las plantulas de Arabidopsis
durante el invierno. Ademas, est4 involucrado en regular la dormancia y germinacion de
la semilla (Sharma et al. 2010). El andlisis de la actividad transcripcional del promotor
de ABF1 revela que ABF1 se expresa especificamente en tricomas de hojas jovenes y

constitutivamente en cotiledones, raices, hojas viejas y flores (Sharma et al. 2010); sin
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embargo, también se encuentra expresion de estas proteinas en tejidos vegetativos
expuestos a condiciones de estrés (Yoshida et al. 2015), siendo principalmente
upreguladas en respuesta a ABA, frio y calor (Sharma et al. 2010). En particular, se ha
demostrado que en Arabidopsis la expresion de ABF1 se induce significativamente por
frio, pero no por estrés osmotico (Fujita et al. 2011). En tanto, la expresion de los otros 3
genes ABF (ABF2, ABF3, y ABF4) se induce por estrés por ABA y deshidratacion, como
la sequia y alta salinidad (Fujita et al. 2011). Estos resultados contrastan con lo
encontrado en el transcriptoma de tarwi reportado. En esta planta, el gen de abscisic acid
responsive element-binding factor 1 (ABF) (Glyma.02G131700) fue reprimido (logFC=-
8,4) (Figura 23) en respuesta a estrés. Esta variacion podria ser explicada por la expresion
diferencial de familias ABF observada segun el tiempo de exposicion (Fujita ef al. 2011;
Feng et al. 2019). En un trabajo en Manihot esculenta, se estudiaron los niveles de
expresion de MeABF1, MeABF2 y MeABF3 a nivel foliar en respuesta a estrés salino
(Feng et al. 2019), observandose que el incremento significativo ocurre solamente a las
12h. mientras que posteriormente, los niveles para MeABF1, MeABF2, MeABF3,
MeABF4 y MeABF7 se reducen significativamente. Esto indica que este grupo de genes
podria tener un rol importante durante las primeras etapas de adaptacion a la sequia (Feng

et al. 2019).

Las proteinas dedos de Zinc (ZFP) constituyen otro grupo importante de proteinas de
respuesta a ABA. Estas proteinas actian como factores de transcripcion al tener un
motivo dedos de zinc conservado, el cual se propone para ser un dominio de union al
ADN doblado independientemente, el cual puede reconocer secuencias especificas de
ADN (Gan et al. 2007). ZFP se une con el i6n Zn a través de su cisteina (Cys) e histidina
(His) usando el dedo de Zinc. El dedo de Zn se une a un i16n Zn para estabilizar su
estructura tridimensional que consiste de hojas 3 y a-hélice de doble hebra, el cual es muy
importante al tener muchos roles biologicos de ZPF (Li ef al. 2013). La importancia de
los ZFPs es resaltada por el gran nimero de representantes de esta familia. Habiéndose
demostrado la presencia de 176 ZFPs en Arabidopsis thaliana y 126 ZFPs en trigo (Zang
et al. 2016). En diversas especies, se ha demostrado que los ZFPs son capaces de
interactuar con ADN, cromatina, ARN y otras proteinas (Elrod-Erickson ef al. 1996; Iuchi
2001; Yang et al. 2006; Gamsjaeger et al. 2007). Estos factores de transcripciéon cumplen
varias funciones biologicas, como el crecimiento y desarrollo vegetal (de flores, tallo,

semilla, pistilo y hoja), la respuesta a las hormonas y las respuestas a estrés bidtico y
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abiotico (Li ef al. 2013). Miembros como ZFP8 son proteinas que participan en procesos
fisiologicos, al ser requeridos para la iniciacion de los tricomas de inflorescencia en
respuesta a giberelina y citoquinina (Gan et al. 2007); sin embargo, la asociacion de esta
familia con el estrés abiotico se ha encontrado al estudiar ZFP3, la cual actiia como un
regulador negativo de la sefializacion de ABA durante la germinacion y desarrollo
temprano de plantulas (Joseph et al. 2014). Esto parece sustentar los datos observados en
el transcriptoma de tarwi (Figura 23). En los datos reportados, se observa la presencia de
un miembro de esta familia, denominado zinc finger protein 8 (ZFPS)
(Glyma.03G147200), el cual mostro represion (logFC=-5,7) en condiciones de sequia.
Aunque se debe mencionar que se deben realizar mas estudios para clarificar los roles
que diversos miembros de esta familia pueden tener ante condiciones de estrés, puesto
que algunos estudios parecen diferir de los hallazgos en tarwi (Zang et al. 2016; Luo et
al. 2012; Jin et al. 2018). Por ejemplo, en Arabidopsis, 1a expresion de AtRZFP se indujo
significativamente por estrés osmoético y salino, demostrandose que AtRZP media
positivamente la tolerancia a estrés osmotico y salino al regular aumento de actividad
superoxido dismutasa y peroxidasa, incremento en los contenidos de azicares solubles y
prolina, pérdida reducida de K, disminucion de acumulacion del Na, de la apertura de
estomas y de la tasa de pérdida de agua (Zang et al. 2016). Ademas, en Glycine soja se
ha estudiado el rol de GsZFP1, una nueva proteina dedos de Zn del tipo C2H2. Esta
proteina es un regulador positivo de la tolerancia a estrés por sequia y frio, encontrandose
que plantas de Arabidopsis que sobreexpresan GsZFP1 tienen mayor tolerancia a estrés
por frio y sequia (Luo et al. 2012). Por ultimo, plantas de arroz transgénico que
sobreexpresan OsCTZFP8 muestran fenotipos tolerantes al frio con mayor fertilidad del
polen y establecimiento de semillas mas elevada. Adicionalmente, el rendimiento por
planta en las lineas que expresan OsCTZFP8 fue significativamente mayor que la de las

plantas control no transgénicas bajo tratamiento con frio (Jin ef al. 2018).

b.5.2. Auxina

La auxina es una hormona sintetizada en forma de acido indol 3-acético (AIA), en los
tejidos superiores como los apices caulinares y hojas jovenes en un proceso dependiente
de la regulacion de los genes de sintesis YUC (Peret ef al. 2012; Blakeslee y Murphy,
2005). Luego de ser sintetizada, esta hormona se distribuye direccionalmente a través de
la planta. Los patrones de distribucion de auxina son asimétricos dentro de los tejidos

(Tanaka et al. 2006) y los niveles de esta hormona dependen de la actividad y cantidad
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de diversas proteinas, como los transportadores de influjo de auxinas las familias de
proteinas AUX1/LAX y los transportadores de eflujo de auxinas, incluyendo PIN, y las
proteinas de la familia ABCB/ PGP (Peret et al. 2012; Blakeslee y Murphy, 2005). Los
patrones de distribucion de esta hormona también varian dindmicamente a través de las
diferentes etapas de desarrollo (Tanaka et al. 2006). Es asi que se ha demostrado el rol de
las auxinas en el crecimiento y desarrollo vegetal, incluyendo embriogénesis,
organogénesis, establecimiento de patrones de tejidos, tropismo y respuestas de
crecimiento a estimulos ambientales (Jagodzik et al. 2018). El rol de esta hormona en esta
multiplicidad de procesos biologicos resulta de su regulacion de la division, expansion y
diferenciacion celular (Chen y Baluska, 2013), lo cual depende de un proceso de
sefalizacion que ha sido dividido en 3 etapas que contribuyen a su complejidad: el patron
espacio temporal de su biosintesis, su transporte direccional y respuestas especificas de
tejido o células (Zhao, 2010; Pandey et al. 2017). El rol de esta hormona durante el estrés
viene siendo estudiado, habiéndose demostrado su participacion en la respuesta a estrés
por salinidad, calor, frio y particularmente sequia (Blakeslee et al. 2019; Wang et al.
2010; Pandey et al. 2017). Por ejemplo, se ha observado que proteinas involucradas con
la respuesta a AIA como el factor de respuesta a auxinas (ARF), Gretchen Hagen3 (GH3),
small auxin-up RNAs, y lateral organ boundaries (LBD), estan involucrados en las
respuestas de desarrollo-crecimiento y defensa/estrés en Arabidopsis y arroz (Wang et al.
2010; Pandey et al. 2017). Ademas, el estudio ARN-seq en Arabidopsis, durante
respuestas a estrés por sequia y calor ha demostrado diferencias especificas de tejidos en
los genes de biosintesis de auxinas TAA/YUC (Blakeslee ef al. 2019). En particular, con
respecto al estrés por sequia, se ha observado la upregulacion de la expresion de YUC9
en el tejido foliar después del estrés, y la downregulacion de los niveles de transcripcion
de ambos, TAA1y TAR2 en hojas luego del estrés por sequia (Blakeslee ef al. 2019). En
tabaco sometido a estrés osmotico se ha demostrado que la auxina es capaz de inducir la
formacion de raices laterales por incremento del transporte polar de auxinas de tallos a
raices. Este cambio es mediado por la sobreexpresion de los genes YUC y PIN en las
plantas tratadas con PEG (Wang et al. 2017). Aunque se debe tener en cuenta que en
términos globales, se observa un reduccion significativa en los niveles de AIA luego del
estrés por sequia. En tanto que el estrés por calor y frio es capaz de incrementar los niveles
de AIA (Pandey et al. 2017). Experimentos adicionales muestran que la auxina puede
mejorar la tolerancia a sequia al modular la arquitectura de la raiz, la expresion de genes

de respuesta a ABA y el metabolismo de EROs (Schopfer et al. 2002). En tarwi, la via de
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sefializacion de auxina parece ser muy importante en respuesta a sequia. Los genes
dependientes de auxina constituyen el segundo grupo mas grande de genes relacionados
a hormonas (Figura 23), encontrandose expresion diferencial en 91 transcriptos. De estos,
se encontrd sobreexpresion en 45 transcriptos (49%), en tanto que 46 genes (51%)

mostraron represion (Anexo 17: Hormonas).

Luego de sintetizarse en las zonas apicales, las auxinas deben ser transportadas a los
diferentes 6rganos. Este transporte se realiza de manera polar y estd mediado por diversos
transportadores (Swarup y Bhosale, 2019). Los transportadores involucrados en el
transporte polar de AIA incluye los transportadores de influjo y eflujo (Damodaran y
Strader, 2019). Dentro de los transportadores de eflujo, se encuentran los miembros de la
familia Pin-Formed (PIN) y algunos miembros de la familia P-Glycoprotein/ ATP-
Binding Cassette B4 (PGP/ABCB). En tanto que los transportadores de influjo de auxinas
comprenden la familia Auxinl/Like-Aux1 (AUX1/LAX) (Swarup y Bhosale, 2019). Los
transportadores AUX1/ LAX son proteinas con multiples dominios transmembrana que
comparten similitud con transportadores de aminoacidos aromaticos como el triptéfano
(Swarup y Bhosale, 2019; Damodaran y Strader, 2019; Péret ef al. 2012). Estas proteinas
permiten el influjo del AIA hacia el interior de las membranas (Damodaran y Strader,
2019). Los genes AUXI1/LAX son estimulados por gravedad, lo cual es crucial para la
distribucion asimétrica de auxina en los apices de raiz y en distintos 6rganos (Singh et al.
2018). En Arabidopsis, 1a familia AUX1/LAX de transportadores de auxinas representan
los transportadores de influjo mas importantes (Swarup y Bhosale, 2019). En esta especie,
esta familia de genes comprende cuatro miembros: AUX1, LAX1, LAX2, y LAX3, que
comparten similitud de 75-80% al nivel de proteinas (Swarup y Bhosale, 2019). Estos
transportadores de auxina AUXI1/ LAX han sido implicados en la regulacion del
desarrollo vegetal en Arabidopsis. En esta especie son esenciales en diversos procesos
biologicos desde la germinacion de semillas hasta el desarrollo de raices, tallo y flores y
embriogénesis (Swarup y Bhosale, 2019). Recientemente, AUX1 también ha sido
involucrado en la regulacion de respuestas vegetales a estrés abioticos (Swarup y Bhosale,
2019). En particular su rol parece estar ligado a la tolerancia a Cadmio (Cd) y a la
produccion de raices laterales con bajos niveles de P (Zhu et al. 2013; Yu et al. 2015; Giri
et al. 2018). En arroz, OsAUXI1 ha sido implicado en la respuesta a estrés por Cd, el cual
induce la produccion de EROs, ocasionando la muerte celular en plantas (Zhu et al. 2013).

Los genes OsAUX1/LAX (OsAUXI1-5) son inducidos por estrés por Cd y los mutantes
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defectuosos en osauxl no fueron alteradas, muestran mayor estrés oxidativo y
sensibilidad incrementada al estrés por Cd. Lo cual indica que OsAUX1 cumple un rol
importante en las respuestas al estrés por Cd (Yu et al. 2015). Por otra parte, se ha
demostrado que OsAUXI1 también regula la elongacion de pelos radiculares en
condiciones de déficit de P. El bajo nivel de P ocasiona la acumulacion incrementada de
auxina en los apices de las raices de una forma dependiente de OsAUX1 (Giri et al. 2018).
Estos hallazgos se relacionan con la sobreexpresion (logFC=5,3) de like AUXI 3
(Glyma.04G252300) observada en tarwi sometido a condiciones de sequia (Figura 23).
En esta leguminosa, se ha reportado una disminucion de P en condiciones de sequia en la
etapa vegetativa (Figura 9B- Contenido de elementos en la parte aérea). Ademas, al estar
sometida a condiciones de sequia, en esta especie existiria un incremento de EROs
(Farooq et al. 2009), que estaria relacionado con la sobreexpresion de este transportador
en la parte aérea. Por ultimo, al inducir el influjo de auxinas la upregulacion de este gen
podria estar relacionado con el incremento del pH del apoplasto por via simporte de
protones con AIA a través de AUXI1. Esto ha sido relacionado con la regulacion de la
actividad de H+ATPasa, una bomba capaz de enviar los protones de vuelta al exterior
(Singh et al. 2018) y que también ha sido sobreexpresada en tarwi (Inorganic H

pyrophosphatase family protein; logFC=4,7; Seccién Hidrolasas acido-anhidrido)

Sghaier et al. 2018 afirman que la accion de las auxinas es mediada por 3 familias grandes
de genes de respuesta a auxinas: Aux/IAA, GH3 y small auxin up-regulated RNA
(SAUR). Esta ultima, es una de las familias mas notorias, es la familia de genes que al
estar presentes en todas las plantas con flores e incluso en musgos (Stortenbeker y Bemer,
2018). Con 60-140 miembros en la mayoria de especies vegetales (Stortenbeker y Bemer,
2018) la familia SAUR es la méas grande de genes de respuesta temprana a auxina (Xu et
al. 2018). Los genes pertenecientes a esta familia actian mediante la modificacion de las
vias de transduccion de sefal (Ren y Gray, 2015; Sghaier ef al. 2018) inhibiendo a las
fosfatasas PP2C, para activar a las H+-ATPasas de membrana plasmatica, promoviendo
la expansion celular (Ren y Gray, 2015). Ademas, las proteinas SAUR se unen a CaM
alterando el desarrollo apical y regulando de forma negativa la sintesis y el transporte de
auxinas (Sghaier ef al. 2018). De esta manera, los genes SAUR pueden regular un amplio
rango de procesos celulares, fisioldgicos y de desarrollo (Sghaier et al. 2018), entre los
que se encuentran la promocion de la expansion foliar y la respuesta a estrés (Spartz et

al. 2012). Los genes SAUR son regulados a nivel transcripcional por auxina y factores
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ambientales, siendo considerados como herramientas clave en la adaptacion del
crecimiento y desarrollo (Stortenbeker y Bemer, 2019). De hecho, se consideran SAUR
son reguladas por estrés abidtico y tienen multiples funciones en las plantas (Xu et al.
2018). De manera general, se ha observado un patrén general de upregulacion de los
genes SAUR en respuesta a hormonas y condiciones que inducen el crecimiento, como
auxinas, brasinoesteroides, giberelinas y ratios rojo:infrarrojo disminuidos. Sin embargo,
se produce downregulacion de genes SAUR en respuesta a ABA, JA y condiciones de
estrés, como sequia, frio, y salinidad (Stortenbeker y Bemer, 2018). Por supuesto, los
cambios transcripcionales de esta proteina dependen de tejido y la ubicacion subcelular,
ademads del tipo de estrés (Guo et al. 2017; Guo et al. 2019; Spartz et al. 2012). Por
ejemplo, en raices de Citrus Ziyang se ha encontrado downregulacioén en 3 de 9 genes
SAUR a las 24 horas de exposicion a estrés por salinidad (Xie ef al. 2017). En raices de
trigo sometidas a estrés por salinidad, se ha encontrado represion a nivel de nucleo y
citoplasma en TaSAUR?7S. En tanto que la sobreexpresion de TaSAURT7S en Arabidopsis
es capaz de incrementar la tolerancia a sequia y salinidad. Por esta razon, el gen
TaSAUR?75 ha sido considerado un candidato para mejoramiento de tolerancia a estrés
en plantas cultivadas (Guo et al. 2017). El estudio de TaSAUR78 en trigo demostré que
la sobreexpresion de esta proteina es capaz de mejorar la tolerancia a estrés por salinidad,
sequia y congelamiento en Arabidopsis transgénicas. Lo cual se logra al reducir la
acumulacion de ROS bajo estrés salino (Guo et al. 2019). En Arabidopsis, la
sobreexpresion de AtSAUR19 mejoro la pérdida de agua en hojas y retardo el cierre de
estomas (Spartz et al. 2012). En tomate, la mayoria de genes SISAUR fueron
downregulados de forma significativa bajo estrés abiotico por frio, salinidad y sequia.
Aunque se ha encontrado que SISAURS58 un gen SAUR rico en histidina fue upregulado
luego del tratamiento por salinidad, lo cual indica que puede tener un rol especifico en las
rutas de transduccion de sefial (Wu et al. 2012). Mientras en alamo, los niveles de
expresion de diferentes tipos de genes SAUR tienen expresion diferencial en respuesta a
sequia. Esta expresion depende del tiempo, encontrandose sobreexpresion en 3 genes
PtSAURS, PtSAUR20 y PtSAURO91 a las 6 horas, mientras que PtSAUR67 mantienen
altos niveles de expresion a 1 hora y 24 de tratamiento. Sin embargo, los patrones de
expresion son variables al encontrarse sobreexpresion de 7 genes SAUR a 1 hora de
tratamiento, pero downregulacion en los mismos genes a las 24 horas de tratamiento (Hu
et al. 2018). La expresion observada para los genes SAUR demuestra que su

sobreexpresion esta relacionada con la tolerancia a estrés, lo que también fue observado

114



en tarwi. En el analisis transcriptomico de la accesion P03, tolerante a sequia, se observo
sobreexpresion (logFC=7,3) en el transcripto SAUR-like auxin-responsive protein family
(Glyma.07G051700) (Figura 23), lo cual constituye un patrén similar al observado en
Citrus, Triticum, Arabidopsis y Populus (Xie et al. 2017; Guo et al. 2017; Spartz et al.
2012; Hu et al. 2018). Ademas, esta proteina seria capaz de interactuar con la sefializacion
por fosfatasas al regular la actividad de la bomba de H+-ATPase y de PP2C-D1 (Spartz
et al. 2012, 2014), dos proteinas cuya expresion también ha sido diferencial en tarwi

sometido a estrés por sequia (Figura 20 y Figura 21).

b.5.3. Acido jazménico

El tercer grupo con mas genes diferencialmente expresado fue el correspondiente a la
sefalizacion de acido jazmoénico (AJ), con 69 genes expresados de forma diferencial
(Figura 23). El AJ es una hormona vegetal derivada del acido alfa-linolénico por accién
de la enzima lipooxigenasa. Sus derivados activos se denominan jazmonatos (Ullah ef al.
2018). La sintesis de jasmonatos se produce en los pléstidos, peroxisomas y citosol
principalmente a nivel de flores en condiciones normales (Wasternack, 2007). Su rol
sobre diversos procesos fisioldgicos ha sido ampliamente demostrado, de manera que el
Al se asocia con el crecimiento radicular, mayor produccion de polen y la maduracion
adecuada de fruto (Khan et al. 2018). En condiciones de estrés bidtico y abidtico, la
sintesis de AJ se induce en diferentes tejidos, como una respuesta de defensa, lo cual
sefiala su rol esencial (Wasternack, 2007). A nivel molecular, este cambio se debe a que,
en condiciones de estrés, el Ay sus derivados, promueven la degradacion de las proteinas
JAZ, lo cual resulta en factores de transcripcion activos como MYC2, que act@ian
promoviendo la expresion de genes involucrados en respuestas a estrés (Ullah ez al. 2018;
Chini, 2007). En particular, en respuesta a sequia, se ha demostrado que el AJ induce
tolerancia de diversas formas. La aplicacion exdgena de AJ y jazmonatos mejoran la
respuesta de las plantas a estrés por sequia (Ullah ef al. 2018). Esto se logra al mejorar el
desarrollo radicular, regular la dindmica de estomas, induciendo su cierre ante el déficit
hidrico (Riemann et al. 2015) e incrementar la actividad antioxidante de las plantas
durante el estrés por sequia. De hecho, la aplicacion exdgena de AJ mejora la actividad
de glutation reductasa, ascorbato peroxidasa, dehidroascorbato reductasa y
monodehidroascorbato reductasa en condiciones de sequia en plantulas de trigo (Shan et
al. 2015). Estos cambios se deben a la sobreexpresion de los genes relacionados a la

sintesis de AJ (Ullah et al. 2018) y son similares a los efectos inducidos por ABA en
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respuesta a sequia (Riemann et al. 2015). De hecho, la sefializacion por jazmonatos actia
de forma similar a la sefializacion por ABA, al formar un nucleo, en el cual diversos
procesos se inician para responder apropiadamente al estrés por sequia (Ullah ez al. 2018).
En Arabidopsis el tratamiento con AJ reduce de forma significativa los transcriptos de
genes de respuesta a estrés por sequia y frio dependientes de ABA, lo cual parece indicar
que existe una interaccion antagonica entre las vias de sefalizacion de ABA y AJ (Jung
et al. 2007). Sin embargo, en soja se ha encontrado que el ABA y el AJ con mayor
eficiencia, pueden disminuir los efectos adversos de la sequia (Hassaneim et al. 2009).
Esto indica que el rol de AJ es controversial con respecto a la tolerancia a sequia. En
algunos casos, el AJ mejora la tolerancia a sequia, mientras en otros casos, €s nocivo,
causando reduccion del crecimiento y rendimiento (Sarwat y Tuteja, 2017). En el
transcriptoma de tarwi sometido a condiciones de sequia que se presenta, se observo una
clara tendencia a la sobreexpresion, con 57 genes upregulados (83%) y 12 transcriptos
downregulados (17%) (Anexo 17: Hormonas). Lo cual indica su importancia en esta
especie. De hecho, en Lupinus luteus otra especie del mismo género, se ha demostrado la
accion de la aplicacion de jazmonatos en el proceso de germinacion y la composicion
quimica de semillas. En esta planta, los jazmonatos actuan inhibiendo la tasa de
degradacion de galactosidos y retrasando el proceso de germinacion (Zalewski et al.
2010). Ademas, se ha observado que en Lupinus albus, la aplicaciéon de jazmonatos y luz
es capaz de inducir la acumulacion de isoflavonas a nivel de cotiledones,
presumiblemente por regulacion de enzimas clave de la ruta de flavonoides (Katagiri et
al. 2001). Aunque el rol del AJ no se conoce bien en Lupinus sometido a condiciones de
sequia, se debe tener en cuenta que su accion depende de diversos factores, como el tipo
de planta y tejido estudiado, la etapa de desarrollo de la planta, la intensidad de la duracion

del estrés por sequia y de ser el caso, la dosis de del AJ utilizado (Sarwat y Tuteja. 2017).

El AJ puede ser convertido en metil-jazmonato (MJ) por la enzima jasmonic acid carboxyl
methyltransferase (JMT) (Browse y Howe, 2008). El MJ parece ser una forma activa de
Al en condiciones especificas, estando involucrado en la defensa vegetal, el desarrollo y
la produccion de semillas, ademas de inducir tolerancia a estrés bidtico (Yang et al. 2011).
En Arabidopsis, 1a sobreexpresion de JMT induce la expresion de genes relacionados a la
biosintesis de AJ y la resistencia a Botrytis cinérea (Seo et al. 2001). En tanto que en
Nicotiana attenuata, la sobreexpresion de JMT no ocasiona variacién en los genes de

biosintesis de AJ (Stitz et al. 2011). Por otra parte, en arroz, la sobreexpresion de este gen
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incrementa los niveles de MJ y ABA, lo cual ocasiona que aparezcan fenotipos inducidos
por estrés por sequia y pérdida del rendimiento de grano (Kim et al. 2009). El gen IMT
también es encontrado en tarwi. En esta leguminosa sometida a condiciones de sequia, se
ha encontrado sobreexpresion (logFC=5,0) del gen jasmonic acid carboxyl
methyltransferase (JMT) (Glyma.03G042300) (Figura 23), lo cual podria estar
relacionado con la produccion de MJ, una molécula que por su volatilidad es capaz de
actuar como un regulador intracelular, un transductor de sefial de facil difusiéon o una
molécula sefial que permite la comunicacion aérea (Delker ef al. 2006) y con capacidad
para autoamplificarse, estimular o regular su propia expresion y propagar las respuestas
de MJ a nivel de toda la planta (Seo et al. 2001). Aunque la literatura indica que el efecto
de la expresion de JMT sobre las respuestas de las plantas a estrés hidrico dependen de la
especie. Los hallazgos encontrados en tarwi indican que la produccion de JMT podria
estar relacionada con la defensa de la planta ante sequia (Qi et al. 2016). E1 AJ y MJ
acttan a nivel intracelular activando la regulacion de factores de transcripcion de diversas
familias, como NAC, MYB, MYC, ERF, WRKY (Ruan et al. 2019). Se ha demostrado
que la senalizacion de AJ puede actuar a través de la modulacion de multiples factores de
transcripcion NAC, que regulan la comunicacion entre las vias activadas por diferentes
hormonas, en respuesta a (Yang et al. 2019). De hecho, tal como se describi6 en la seccion
Factores de Transcripcion-NAC, la mayor parte de estos genes estan sobreexpresados en
el transcriptoma de tarwi sometido a condiciones de estrés hidrico (Figura 22), lo cual
concuerda con la induccion de los genes relacionados a AJ descritos en el parrafo previo.
En particular, se ha encontrado sobreexpresion (logFC=5,5) en el gen NAC (No Apical
Meristem) domain transcriptional regulator superfamily protein (Glyma.12G221500),
uno de los genes de respuesta a AJ que actuaria regulando la expresion de otros genes
corriente abajo. Entre estos genes regulados por la senalizacion de AJ destaca la
sobreexpresion de lipooxigenasa, una enzima esencial para la sintesis de 12-ODPA, un
precursor del AJ (Yang et al. 2019). Los datos observados en la Figura 23 muestran
upregulacion en 4 genes de lipoxygenase 1 (Glyma.03G237300; Glyma.08G189200;
Glyma.08G189600; Glyma.13G347500) (logFC=5,8; logFC=5,8; logFC=5,3;
logFC=4,7). La lipoxigenasa es una enzima de respuesta a estrés mecanico y su induccion
ha sido relacionada con el aumento de expresion de NAC y AJ en Arabidopsis (Bu et al.
2008). La expresion de este gen tarwi, podria indicar que cumple un rol en la respuesta al

estrés por sequia en esta especie.
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Uno de los cambios inducidos por el AJ estd relacionado a la modificacion de la
composicion de la pared celular. Se ha demostrado que el tratamiento con AJ es capaz de
inducir cambios significativos en el crecimiento de las plantas, afectando de forma
negativa la composicion de las paredes celulares (Napoledo ef al. 2017). La celulosa, el
componente estructural de las paredes celulares es sintetizado por un complejo enzimatico
denominado sintasa de celulosa A (CESA), una proteina compleja formada por 18
subunidades CESA organizadas en estructuras con forma de roseta (Olins et al. 2018).
Esta enzima comprende subunidades cataliticas que constituyen una familia multigénica
en plantas terrestres (Yin et al. 2009). En Arabidopsis thaliana se han encontrado 10 genes
CESA, de los cuales 1,2,35,6 y 9 estan involucrados en el desarrollo de la pared celular
primaria, mientras que CesA4, CesA7 y CesA8 son requeridos para el ensamblaje de
complejos proteicos necesarios para la biosintesis de pared celular secundaria (Taylor et
al. 2003). En tanto, en Populus, CesA4, CesA7 y CesA8 actian de manera coordinada en
la diferenciacion del xilema (Takata et al. 2014). Mientras tanto, en Brachypodium
distachyon, los genes de sintasa de celulosa (CES) CESA4 y CESA7 han sido
caracterizados funcionalmente como sintasas de celulosa clave en la formacion de la
pared celular secundaria (Handakumbura et al. 2013). En este trabajo, se ha encontrado
que existe downregulacion marcada (logFC=-8,2) en el gen cellulose synthase A4
(CESA4) en tarwi sometido a condiciones de estrés hidrico (Figura 23). La represion de
este gen podria estar relacionado con la reduccion de la sintesis de la pared celular en
tarwi. Lo cual podria constituir un mecanismo de adaptacion para utilizar los
monosacaridos en la produccién de energia para procesos energéticos vitales en estas
condiciones de estrés (Fang y Xiong 2015); sin embargo, se ha encontrado que en B.
distachyon el mismo gen CESA4 es reprimido en respuesta al tratamiento con metil-
jazmonato. Aunque esta variacion no estuvo acompanada de variaciones en la expresion
de CESA7, y, por el contrario, fue seguida de reduccion de lignina y un aumento del
contenido de celulosa (Napoledo et al. 2017). Estos resultados sefialan que los cambios
inducidos por estrés ambiental sobre la arquitectura de la pared celular dependen de la
especie, del genotipo, estado de desarrollo, tiempo e intensidad del estrés (Gall et al.

2015).

b.5.4. Acido salicilico

El acido salicilico (AS) pertenece a una variedad de compuestos fenolicos que contienen

un grupo hidroxilo o sus derivados (Vlot et al. 2009). Su sintesis se produce a partir del
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acido benzoico, de fenilalanina o en el cloroplasto, a partir del acido shikimico,
convirtiendo los precursores de carbohidratos derivados de la glucdlisis y via de las
pentosas fosfato (Wildermuth et al. 2001; Wildermuth 2006). El 4cido salicilico es un
compuesto hormonal que tiene un rol importante en la tasa de fotosintesis, la conductancia
de estomas y la transpiracion (Khan et al. 2003). Ademas, el AS estd involucrado en la
regulacion de procesos fisiologicos importantes, como el metabolismo del nitrogeno,
metabolismo de prolina, produccion de glicina betaina, sistema de defensa antioxidante,
y modificacion de las relaciones vegetales en condiciones de estrés, por lo cual,
proporcionan proteccion contra estrés abiotico (Khan et al. 2015). De hecho, se ha
demostrado que el AS mejora la tolerancia vegetal a los factores de estrés mas
importantes, como metal, salinidad, osmético y estrés por calor y por sequia (Horvéath et
al. 2007). El AS incrementa la proteccion antioxidante e inhibiendo la acumulaciéon de
Na y Cl a nivel del citosol (Gunes et al. 2007). En Arabidopsis, trigo y maiz se ha
encontrado sobreexpresion de los genes de sintesis de AS en condiciones de estrés
hidrico, lo cual incrementa el contenido de AS en tejidos vegetativos (Khan et al. 2015;
Miura y Tada, 2014). Mientras en tarwi, se encontrd expresion diferencial en 31 genes
correspondientes a la sefializacion de 4cido salicilico (Figura 23). La mayor parte de estos
genes estan sobreexpresados, con 21 transcriptos (68%), en tanto, hubo solamente 10
genes (32%) downregulados (Anexo 17: Hormonas). Esta regulacion diferencial podria
estar relacionada con las variaciones observadas en otras hormonas descritas en esta
seccion. De hecho, se ha demostrado que el AS altera la sintesis y sefializacion de otras
hormonas vegetales, incluyendo el AJ, el etileno y las auxinas (Vlot et al. 2009). En
particular, la sobreexpresion observada en tarwi sometido a sequia con respecto a los
genes de la via de AS, puede estar relacionada con el incremento de expresion observado
en los genes de la ruta dependiente de ABA (Seccién Hormonas-ABA). El incremento de
AS ha sido relacionado con el incremento de ABA en hojas de cebada (Bandurska y
Stroinski, 2005). Con respecto a la relacion del AS con la sefnalizacion del AJ en las
respuestas de defensa de plantas a estrés, se ha observado una relacién de antagonismo
dado que el MJ es capaz de inhibir las respuestas dependientes de AS en Arabidopsis
(Vlot et al. 2009; Forcat et al. 2008; Khan et al. 2015). Sin embargo, en tarwi, ambas vias
hormonales se encuentran upreguladas en condiciones de sequia, lo que sugiere una

relacion directa (Figura 23).
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Uno de los genes relacionados con AS es el gen 4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl
diphosphate synthase (Glyma.12G173200). Este tuvo una notable represion (logFC=-9,5)
en tarwi sometido a estrés hidrico (Figura 23). La enzima codificada por este gen, cataliza
un paso clave en la via del fosfato de metileritritol, que sintetiza isopentenil difosfato, un
compuesto importante en la biosintesis de isoprenoides (Cheng et al. 2017), los cuales
constituyen una familia de esteroles que regulan la fluidez y la permeabilidad de la
membrana, actian como transportadores de carbohidratos y forman la cadena de prenilos
de las quinonas que son parte de la cadena transportadora de electrones (Seemann et al.
2006) y estan involucrados en la sefializacion de moléculas como ABA,
brasinoesteroides, giberelinas y estrigolactonas (Tarkowska y Strnad, 2018). En
Tripterygium wilfordii, 1os niveles de esta enzima se incrementan y disminuyen de forma
secuencial, generando concentraciones elevadas y bajas de manera periddica en respuesta
al tratamiento con MJ. Esta variacién en forma de pulsos podria estar relacionada con la
presencia de elicitores (Cheng et al. 2017). De hecho, en Cucumis sativa se encuentra
sobreexpresion de este gen ante la infeccion por Pseudoperonospora cubensis (Zhang et
al. 2019). Su expresion se encuentra relacionada a respuesta a estrés por sequia en Cassia
angustifolia (Mehta et al. 2016). Incluso, se ha observado upregulacion en la enzima
relacionada 4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate reductase ante el estrés por
deshidratacion en Hordeum vulgare (Liang et al. 2017); sin embargo, se requieren mas

estudios para verificar el rol de esta enzima en la respuesta al estrés por sequia en tarwi.

b.5.5. Acido giberélico

El 4cido giberélico (AG) y las giberelinas bioactivas son un grupo de compuestos
tetraciclicos diterpenos. Estos compuestos se sintetizan los tejidos en crecimiento, en una
serie de reacciones complejas que se dan a nivel de protoplastidos, microsoma y
citoplasma (Olszewski et al. 2002). El AG influencia grandemente los procesos de
germinacion de semilla, expansion foliar, elongacion del tallo, iniciacion floral, iniciacion
de tricomas e iniciacion y desarrollo de fruto (Yamaguchi 2008). Cuando las plantas son
expuestas a factores de estrés bidtico y abiotico, el AG se acumula de forma répida (Fahad
et al. 2015). En estas condiciones de estrés abidtico, la concentracion de AG puede ser
benéfica para adaptar la fisiologia y el metabolismo de muchas plantas, dado que regula
los procesos metabolicos, como la sefializacion de azucares y la actividad de enzimas
antioxidantes (Igbal et al. 2011). De hecho, en diversas plantas, el rol del AG ha sido

bastante estudiado en salinidad, factor al cual puede proporcionar tolerancia (Fahad et al.
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2014). En tarwi sometido a condiciones de sequia, se han registrado 27 genes con
expresion diferencial relacionados al acido giberélico (Figura 23). 14 genes mostraron
sobreexpresion (52%). En tanto que 13 genes (48%) fueron downregulados (Anexo 17:

Hormonas).

Entre los transcriptos observados estan dos variantes del gen de Gibberellin-regulated
family protein (Glyma.13G069900 y Glyma.18G132100), los cuales mostraron
downregulacion y upregulacion, respectivamente (logFC=-5,3 y logFC=4,0) (Figura 23)
Este transcripto codifica una proteina que contiene un dominio GASA que regula los
incrementos de crecimiento vegetal a través de la transduccion de sefial dependiente de
DELLA y AG, que puede incrementar la resistencia al estrés abiotico al reducir la
acumulacion de EROs (Sun et al. 2013). Las proteinas DELLA forman parte de la via del
AG, y en Arabidopsis, son reguladas por XERICO, una proteina asociada con la
tolerancia a sequia y la biosintesis de ABA (Golldack et al. 2014). Ademas, en esta misma
especie, la expresion de la proteina DELLA es inducida por AJ (Wild et al. 2012). Estos
hallazgos explican el hecho de que en plantas estresadas por salinidad se observa
incremento de ABA y disminucién de AG y citoquininas (Fahad ez al. 2015). Ademas, en
soja, Gibberellin-regulated family protein es regulada por GmBZL3, un gen de respuesta
a brasinoesteroides (BR), capaz de unirse a una region promotora de genes JAZ1, lo cual
puede indicar una relacion negativa entre BR y AJ (Song et al. 2019). El propio GmBZL3
parece actuar como un factor intermediario para conectar las vias hormonales, al tener
como diana a algunos genes relacionados a la sefializacion de auxinas, entre los que se
encuentran las proteinas YUCCA3 y SAUR (Song et al. 2019), estas ultimas se han
encontrado expresadas de forma diferencial en el transcriptoma de tarwi sometido a estrés
por sequia (Seccion Hormonas-Auxina). Todos estos hallazgos sefialan la presencia de
una serie de interacciones que comprenden las vias hormonales de AG, ABA, Al y
auxinas, las cuales intervienen en las respuestas vegetales a sequia (Golldack et al. 2014)

y pueden observarse en tarwi.

b.5.6. Citoquininas

Las citoquininas son compuestos con una estructura nucleotidica, que se asemeja a la
adenina. Usualmente estdn ligadas una cadena isopentenilo que les proporciona
especificidad y actividad (Le Bris 2017; Srivastava 2002). El paso principal de la ruta de

biosintesis de citoquininas es la transferencia del grupo isopentenilo del difosfato de
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dimetilalilo (DMAPP), a ATP, ADP o AMP, catalizada por Isopentenil transfereasas
(IPT) (Bielach et al. 2017; Le Bris 2017). Las concentraciones de citoquininas son altas
en las regiones meristematicas y en areas de crecimiento continuo, como la raiz de la zona
subapical, hojas jovenes y frutos y semillas en desarrollo, donde promueven la division
celular (Srivastava 2002). El transporte de las citoquininas se realiza de manera
diferencial. Diferentes especies de citoquininas son translocadas entre diferentes 6rganos
vegetales. Las citoquininas del tipo de zeatina son transportados a través del xilema, de
las raices a los tallos. Mientras que los del tipo isopentenilos, son transportados por el
floema sistematicamente o de los brotes a las raices (Ziircher y Miiller 2016). Como parte
del sistema hormonal, las citoquininas cumplen un rol central en el desarrollo vegetal.
Estas hormonas afectan la embriogénesis, actividad de los meristemos de raiz y tallo,
desarrollo de 6rganos y vascularizacion, formacion de nodulos, dominancia apical y
respuesta a estimulos ambientales (Duran-Medina et al. 2017). A nivel molecular, los
cambios en las concentraciones de citoquininas son capaces de originar variaciones en las
concentraciones de EROs. Las plantas tratadas con citoquininas o las mutantes con
produccion o degradacion de citoquinina alterados, muestran desbalance en la
homeostasis de EROs, lo cual puede tener un efecto en la actividad de las enzimas de
degradacion de EROs, la peroxidacion lipidica y la expresion de genes involucrados en
la fotosintesis y las respuestas a estrés abidtico (Bielach et al. 2017). En Arabidopsis,
grass, soja, tabaco y girasol sometidas a estrés hidrico, se ha observado reduccion de los
niveles de citoquininas, principalmente a través de la modulacion de su metabolismo y la
regulacion de la expresion de sus receptores (Pavlu et al. 2018). En tanto, en tarwi
sometido a estrés hidrico, se observa expresion diferencial en 21 genes relacionados con
citoquinina (Figura 23). La mayor parte de estos transcriptos fueron upregulados, con 13
genes (62%) mostrando sobreexpresion y ocho genes con represion (38%) (Anexo 17:
Hormonas). Los genes sobreexpresados en esta leguminosa, parecen estar relacionados
con la disminucion de los niveles de citoquininas inducida de manera natural ante el estrés
hidrico. En efecto, estos genes corresponden a enzimas que catalizan pasos necesarios

para la reduccion de las concentraciones de estas hormonas (Ding et al. 2015).

La disminucion de los niveles de citoquininas se produce principalmente por inactivacion
irreversible de estos compuestos a través de dos reacciones diferentes. La primera es la
formacion de N-conjugados con glucosa, ribosa o alanina. La segunda es el clivaje

oxidativo de la cadena de isopentenilo por las oxidasas/deshidrogenadas de citoquininas
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(CKXs) (Le Bris 2017). Las oxidasas de citoquininas son flavoproteinas que contienen
un dinucledtido de adenina flavina (FAD++) unido de forma covalente (Bilyeu et al
2001). Estas enzimas actian removiendo de forma oxidativa a las cadenas laterales de las
citoquininas. Esta reaccion produce adenina y el aldehido isopentenilo correspondiente.
Debido a su actividad, estas enzimas cumplen un rol fundamental en la regulacion de los
niveles de citoquininas en las plantas (Jones y Schreiber 1997). En el transcriptoma de
tarwi sometido a sequia que se presenta, se observaron tres transcriptos correspondientes
a estas enzimas (Figura 23). Dos de ellos correspondientes a cytokinin oxidase 3 (CKX3)
(Glyma.17G054500 y Glyma.13G104600), los cuales mostraron sobreexpresion
aumentada (logFC=4,0 y logFC=7,2) (Figura 23). Mientras que el tercer transcripto,
corresponde a cytokinin oxidase 4 (CKX4) (Glyma.17G054600), el cual también fue
sobreexpresado (logFC=5,0). Las CKXs han sido relacionadas con la disminuciéon de
niveles de citoquininas a diferentes niveles, lo cual, constituye una respuesta normal ante
el estrés abiotico (Bilyeu ef al. 2001). Estos resultados concuerdan con lo observado en
Brassica napus, cuyo analisis de expresion ha demostrado que las CKXs cumplen un rol
importante al regular las respuestas a estrés bidtico y abidtico y estar relacionadas con el
incremento de ABA (Liu et al. 2018). De hecho, las plantas de maiz que sobreexpresan
CKXs muestran incremento en la tolerancia a salinidad y sequia, asi como una mayor
tolerancia al calor (Mackova y Vankova 2013). Ademas, su actividad parece ser una ruta
de conjuncion de diferentes vias hormonales, al ser inducidas por diferentes hormonas,
como ABA y CKs (Brugicre ef al. 2003). Esto puede deberse a que las CKXs presentan
en su estructura génica, elementos de respuesta a auxinas, AG, AJ, AS y a etileno (Liu et

al. 2018).

b.5.7. Etileno

De manera sorprendente, la sequia terminal en tarwi no indujo variaciones considerables
en la via de etileno. Se observaron solamente 9 transcriptos expresados de forma
diferencial (Figura 23). De estos, hubo represion en 3 genes (33%), y upregulacion en 6
genes (67%) (Anexo 17: Hormonas). El etileno es una hormona volatil que contiene dos
atomos de carbono y es sintetizado a partir de la metionina y el aminoacido no proteico
ACC 4acido 1-acido carboxilico 1-aminociclopropano (Bleecker y Kende 2000). La
metionina ingresa al ciclo de Yang, en el cual el precursos S-adenosilmetionina es
sintetizado a partir de ATP y metionina por la S-adenosilmetionina sintetasa (Arraes et

al. 2015). En tanto que ACC es sintetizado por la enzima Sintasa de ACC (ACS), cuyo
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cofactor es el fosfato de piridoxal (PLP). La ACS es una enzima clave al clave al limitar
la sintesis de etileno y su actividad y regulacion es importante en la respuesta a estrés
(Bleecker y Kende 2000). En Arabidopsis, se han encontrado 8 enzimas ACS que
codifican para una ACS activa, ademas de un gen para una enzima inactiva
cataliticamente (AtACSI) (Yamagami et al. 2003). En tarwi sometido a sequia, se
encontrd downregulacion (logFC=-4,6) en esta enzima l-amino-cyclopropane-1-
carboxylate synthase 12 (ACCS) (Glyma.09G152700) (Figura 23), lo cual sefiala una
sintesis disminuida de esta hormona. Estos resultados podrian estar relacionados a la
degradacion mediada por Proteasoma 26S activada por las proteinas ligasas de
ubiquitinas E3 (Wang et al. 2004). Este grupo de enzimas han sido upregulados en
respuesta a sequia (Figura 23; Complejos ligasa de ubiquitina-Complejo ubiquitina-ligasa
Cul4-RING E3 (WD40)). Ademas, la regulacion de ACS también esté relacionada a la
activacion de la sefializacion por kinasas de proteinas MAPK, las cuales participan en la
estabilizacion de ACSs. En particular, las proteinas MAPK3 fosforilan el C terminal de
esta enzima, lo cual evita la degradacion de ACSs, favoreciendo la sintesis de etileno, e
induciendo otras vias de sefializacion dependientes de etileno (Hanhn y Harter 2009). Tal
como se menciono en la seccion Transduccion de sefial-Kinasas, las proteinas MAPK han
sido expresadas de forma diferencial (Figura 23), lo cual podria estar relacionado con la
regulacion de los genes relacionados a etileno. Por ultimo, los genes de esta via hormonal,
son afectados en diferente medida por auxinas, ABA, AS y estrés oxidativo, entre otros

(Bleecker y Kende 2000; Khan et al. 2015; Larkindale y Knight 2002).
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Figura 23. Genes regulatorios asociados a Hormonas en el transcriptoma de L.

mutabilis.

b.5.8. Epigenética

La regulacion epigenética, modifica la arquitectura de la cromatina para regular la
expresion génica en un loci especifico del genoma (Han y Wagner 2014). Esta regulacion
se ha reportado en la memoria al estrés en plantas, permitiendo que las plantas
preexpuestas a estrés toleren futuras exposiciones de un factor de estrés similar (Barnejee

etal 2017).
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b.5.8.1. Complejos histonas

Las histonas son proteinas basicas que interactian con el ADN y permiten su
empaquetamiento. Los componentes del nucleo de histonas en un nucleosoma son H2A,
H2B, H3 y H4. Las histonas tienen un alto contenido de aminoacidos basicos como lisina
y arginina. Estos residuos bésicos presentes en posiciones especificas son modificados
por metilacion, acetilacion, fosforilacion, ubiquitinacion, etc. (Banerjee y Roychoudhury
2017). La modificacion de estas proteinas esta relacionada con el grado de condensacion
de la cromatina. De manera que el grado de acetilacion y metilacion de histonas afecta de
manera positiva, la activacion transcripcional (Ueda y Seki 2020). Los datos de expresion
correspondientes a estas proteinas son presentados en el transcriptoma de tarwi (Figura
24). Su agrupacion se realizd en 3 grupos: modificacion de histonas H3-K9 (88
transcriptos), metilacion de histonas (14 transcriptos) y otros (13 transcriptos
correspondientes a los procesos de Acetilacion de histonas, Desacetilacion de histonas,

Isomerizacion prolil-peptidil de histonas y Modificacion de histonas).

b.5.8.1.1. Modificacion de histonas H3-K9 (88)

Dentro de las histonas que tuvieron mads transcriptos con expresion diferencial, se
encontro a las histonas H3-K9. La modificacion de estas histonas ha sido asociada con la
activacion transcripcional de diversos genes. La acetilacion de estas histonas esta ligada
a la activacion transcripcional (Peterson y Laniel 2004). Esto se ha observado en regiones
codificantes de genes de respuesta a estrés tras el tratamiento con estrés por sequia (Kim
et al. 2008), asi como en los promotores de 14 genes de respuesta a sequia y salinidad,
seleccionados al azar en Arabidopsis, Brachypodium y arroz (Ueda y Seki 2020). Por otra
parte, la metilacion de H3K9 se ha asociado con la represion de la expresion en diversos
loci y la conformacion de heterocromatina (Zentner y Henikoff 2013). Ademas, la
metilacion de H3K9 por HDA6 y metiltransferasas de histonas SUVH4/5/6 ha sido
relacionada con el silenciamiento de transposones (Yu et al. 2017). Dentro de estos
procesos, destaca la disminucion en la expresion de Tetratricopeptide repeat (TPR)-like
superfamily protein en condiciones de sequia en tarwi. Esta proteina se ha relacionado
con respuestas a estrés osmotico y sensibilidad al ABA en respuesta a estrés osmotico
(Rosado et al. 2006) y esta reduccion puede estar relacionada a la disminucion en la via
de respuesta a ABA discutida en la seccion Hormonas. Por otra parte, se observa

expresion diferencial en ciclina Al en el transcriptoma de tarwi sometido a sequia. Esta
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es una de las proteinas esenciales para la progresion del ciclo celular, su sobreexpresion
se ha observado en respuesta a tratamiento con Cd para reparar los apices radiculares que
mostraron altas tasas de estrés oxidativo (Sebastian y Prasad 2015). Esto podria indicar
que la represion de este gen observada en tarwi sometido a sequia, estd relacionada con

la detencion del ciclo celular en respuesta a estrés oxidativo severo.

Un grupo de proteinas de especial importancia son las MCM2-3-5, también denominadas
MCMG6. Estas proteinas de expresion controlada tnicamente al final de la mitosis, han
sido postuladas como un factor de licenciamiento entre las fases M y S que permite a las
células realizar una division mitotica por cada ciclo celular normal (Tye 1994). El
complejo MCM comprende 6 subunidades diferentes (MCM2-MCM7) que interactian
para forman un heterohexamero con forma de anillo con un canal central que permite
rodear el ADN, y tiene funciones de helicasa y ATPasa e interactua con las proteinas
ORC para prevenir la replicacion (Shultz et al. 2009). En Arabidopsis, un miembro de
este grupo denominado PROLIFERA, ha sido identificado como un componente esencial
para el desarrollo del embrion y del gametofito y otros tejidos en proliferacion (Springer
et al. 1995). En tanto, la sobreexpresion constitutiva de MCM6 de Pisum sativum, se
induce en respuesta a estrés por salinidad y frio, sin afectar el rendimiento, sugiriendo su
rol en la tolerancia a estos factores de estrés (Dang et al. 2011). En plantas de tabaco
sometidas a sequia, se ha observado represion de los genes de minichromosome
maintenance (MCM?2/3/5) family protein (Chen et al. 2017). En este trabajo, se ha
encontrado que el transcripto correspondiente a minichromosome maintenance
(MCM2/3/5) family protein mostrd una represion significativa (logFC=-9.1; Figura 24),

lo cual podria estar relacionado la detencidn del crecimiento en condiciones de sequia.

b.5.8.1.2. Metilacion de histonas

La regulacion epigenética también involucra fendmenos como la metilacion y
desmetilacion del ADN. Especialmente en las regiones promotoras de los genes. Los
patrones de metilacion han sido identificados en todos los organismos. En condiciones
normales, 20-30% de citosinas en plantas, permanecen metiladas, dando 5-metilcitosina.
Estas metilaciones ocurren en las islas CpG, CpNpG y CpHpH y también son
responsables por los polimorfismos entre diferentes genotipos de plantas (Banerjee y
Roychoudhury 2017). Las metiltransferasas y cromometilasas catalizan la metilacion de

cromatina al transferir el grupo metilo de la S-adenosilmetionina a residuos de citosina
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(Banerjee y Roychoudhury 2017). Segtn los datos observados, la proteina SU(VAR)3-9,
mostré disminucidon en la expresion en tarwi. Esta proteina y sus homdlogos, estan
involucradas en la monometilacion y dimetilacion de la heterocromatina pericentromérica
H3K9 y, por lo tanto, estan involucradas en la modificacion de la expresion génica
(Manavella ef al. 2013). En particular, se han encontrado 10 homologos de Su(var)3-9
en Arabidopsis, estas proteinas han sido divididas en 4 subgrupos: SUVHI, SUVH2,
SUVH4 y SUVHS. Aunque los miembros de la familia Su(var)3-9 han sido asociados
con el silenciamiento de H3K9 por metilacion, recientemente, se ha encontrado que
cumplen roles antisilenciamiento (Li et al. 2016). Al actuar sobre la expresion de H3K9,

afectan de forma significativa la respuesta a estrés (Asensi-Fabado et al. 2017).

Otro de los transcriptos observados corresponde a la familia de factores de transcricion
basic helix-loop-helix (bHLH). Este gen, anotado como Glyma.06G165000 (Figura 24)
corresponde a Glycine max inducer of CBF expression 4 (ICE4) y muestra expresion
disminuida en condiciones de estrés por sequia en tarwi. La expresion de este gen es
inducida en respuesta a salinidad, estrés por frio y tratamiento con ABA (Agarwal et al.
2017). En particular, la respuesta al estrés por frio ocurre mediante la regulacion de la
transcripcion de los genes CBF/DREBI, al unirse especificamente a la region promotora
de los genes de respuesta a estrés CBF3/DREB1A (Miura et al. 2007). En plantas
silvestres de Arabidopsis, la expresion de ICE1, un homologo de esta proteina, reprimio
la expresion de CBF3/DREBIA, incrementando la sensibilidad al frio (Miura et al. 2007).
Teniendo en cuenta que las vias de sefializacion en respuesta a sequia son similares a las
activadas con estrés por frio (Zandalinas et al. 2019). Este hallazgo sugiere que la

represion observada en tarwi podria estar relacionada con la tolerancia a estrés por sequia.

b.5.8.1.3. Otros

Dentro de otros, se incluyeron procesos como la isomerizacion prolil-peptidil, acetilacion
y desacetilacion de histonas. Estos procesos cumplen roles igual de importantes al regular
el acceso del aparato de transcripcion a regiones codificantes o regulatorias dentro del
genoma (Ueda y Seki 2020). En particular, la acetilacion de histonas en residuos
conservados de lisina neutraliza las cargas positivas, lo cual disminuye su afinidad por el
ADN cargado negativamente. Esto promueve la accesibilidad de los factores de
transcripcion dedicados, a la cromatina, lo cual resulta en un aumento en la transcripcion

(Banerjee y Roychoudhury 2017). La deacetilacion, el proceso inverso, es regulado por
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las enzimas deacetilasas de histonas (HDACsS), las cuales juegan un rol esencial en la
represion génica. Estos tipos de enzimas han mostrado expresion diferencial en el
transcriptoma de tarwi (Anexo 18: Complejos histonas). Esto, permite inducir que estos
procesos estan involucrados en la regulacion de la expresion génica en tarwi, asi como
ocurre con la respuesta de diversas especies vegetales a factores de estrés abidtico (Luo

etal 2017).
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Figura 24. Genes regulatorios asociados a Complejos Histonas en el transcriptoma de L.

mutabilis.

b.5.8.2. Cromatina

La regulacion de la cromatina es esencial para regular actividades génicas y gendmicas.
En plantas, esto ocurre mediante la alteracion de la modificacion de histonas y la
metilacion del ADN. Dichas alteraciones son coordinadas con cambios en la expresion
de los genes de respuesta a estrés para adaptarse a cambios ambientales (Kim ez al. 2015).
Por lo tanto, la variacion observada en los transcriptos relacionados con cromatina en
tarwi sometido a sequia, es un resultado esperado. Estos transcriptos fueron agrupados en
cromatina (107), nucleosoma (20), cromatina nuclear (18) y heterocromatina (9), los que

son presentados en la Figura 25.
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b.5.8.2.1. Cromatina y cromatina nuclear

El remodelamiento de la cromatina regula la expresion génica constitutiva y en respuesta
a cambios ambientales, como la sequia. Por esta razén, durante el estrés, se observan
cambios transcripcionales y cambios dinamicos en esta estructura (Probst y Scheid 2015).
Lo cual sustenta los resultados observados con relacion a los procesos metabolicos
cromatina y cromatina nuclear (Figura 25). Algunos de estos cambios son la disminucién
observada en la expresion del transcripto correspondiente a Factor de Transcripcion
Global Grupo B1 (GTF-B1). Este transcripto esta relacionado a la proteina Spt6, la cual
funciona como un complejo proteico en la iniciacidon de transcripcion y también tiene un
rol en el ensamblaje y la estructura de la cromatina (Fischbeck et al. 2002; Gavin et al.
2002). Por lo tanto, su represion podria indicar una desorganizacion de esta estructura.
Ademas, esta proteina contiene repeticiones WG/GW, estando involucrada en la
regulacion de la polaridad basal-apical del embrién. Ademas, las plantas con versiones
alteradas de esta proteina mostraron hipocotilos y raiz cortos, probablemente debido a la
reduccion de proliferacion celular (Gu et al. 2012). De esta manera, la disminucion
observada en la expresion de GTF en estrés hidrico en tarwi podria explicar los
fenomenos de disminucion en la expresion génica y de la tasa de mitosis, son ampliamente

documentados en diversas plantas sometidas a condiciones de estrés (Farooq et al. 2009).

Remodelado de la cromatina 24 (CR24) y exorribonucleasa 4 (XRN4) son genes con
expresion diferencial relacionados con la reparacion del dafio que sufre la cromatina en
condiciones de estrés (Figura 25). La disminucion en la expresion de CR24 (logFC=4,0)
es otro hecho notorio. Esta proteina es una helicasa de ADN que act@ia como un
componente esencial del punto de control del ensamblaje del huso mitotico y que
probablemente regula la recombinacion homodloga y no homdloga (Johnson et al. 2011).
Mutantes de Arabidopsis con esta proteina alterada han mostrado su funcién como
proteina reparadora de la excisién y unidén a la reparacion de transcripcion del ADN
(Shaked et al. 2006). Por esta razén, su disminucidn, podria indicar una falla en los

mecanismos de reparacion del ADN en tarwi sometido a 10 dias de sequia.

La sobreexpresion de XRN4 (logFC=4,5; Figura 25) parece estar relacionada con las vias
de etileno y el control post transcripcional de la expresion génica, en respuesta a estrés en
la accesion de tarwi evaluada. Al producirse la transcripcion, se producen moléculas de

ARNm, que en eucariotas son modificados con la adicion de 7-metilguanosina y
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adenosina, para proteger los transcriptos. Algunos de estos transcriptos no son
poliadenilados y deben ser removidos por la accion de XRN4. Esta enzima degrada el
ARN 5’ monofosforilado, lo cual constituye un proceso de regulacion importante
(Nagarajan et al. 2013). De hecho, las plantas de Arabidopsis carentes de XRN4,
presentan elevacion de transcriptos deadenilados sin degradar (Nagarajan ef al. 2019).
Esto parece ser de importancia en la degradacion de ARNm asociados con las respuestas
hormonales y al estrés (Potuschak et al. 2006; Nguyen et al. 2015; Nagarajan et al. 2019).
Por ejemplo, se ha observado que los mutantes de Arabidopsis defectuosos en xrn4 son
insensibles al etileno como consecuencia de la sobreexpresion de proteinas ligadas a las
rutas de esta hormona (Potuschak et al. 2006). Estudios de expresiéon gendmica en
Arabidopsis han demostrado que versiones mutantes defectuosas de xrn4 ocasionan
incremento en la tasa de sobrevivencia en plantas sometidas a estrés severo por altas
temperaturas de corta duracion (Nguyen et al. 2015). Otro de los efectos causados por la
pérdida de XRN4 son la sensibilidad incrementada a oscuridad prolongada y las
respuestas anormales de las raices laterales durante la resuplementacion con N (Nagarajan
et al. 2019). Por ultimo, XRN4 es un componente regulatorio en la respuesta a auxinas,
al regular la cantidad de transcriptos de receptores de auxinas TIR1/AFB2 (Windels y
Bucher 2018).

Con respecto a Cromatina Nuclear, se reporta la disminucion a nivel transcripcional en la
expresion de Mantenimiento de Minicromosoma (MCM2/3/5; Figura 25). La proteina
codificada por este transcripto pertenece a una familia de proteinas que son esenciales
puesto que aseguran que el genoma eucariota se replique tan solamente una vez por cada
ciclo de division celular (Cho et al. 2008). Al final de la etapa G1, tiene lugar el
licenciamiento celular, para lo cual se forma el complejo prerreplicativo. El complejo
prerreplicativo estd compuesto de cell division 6 (CDC6), el complejo de reconocimiento
de origen, transcripto 1 dependiente de 10 de ciclos de division celular (Cdtl) y las
proteinas de mantenimiento de minicromosomas 2-7 (MCM2-7). Luego, las kinasas
dependientes de ciclinas especificas de la fase S fosforilan al complejo MCM, lo cual da
inicio a la activacion de los puntos de origen de replicacion (Jung et al. 2019). Los MCMs
eucariotas existen como dimeros, trimeros, tetrameros y heterohexameros y dimeros de
heterotrimeros y monomeros. Entre estas, la clasificacion mas relevante se ha hecho entre
subunidades nucleo cataliticas MCM4/6/7, y subunidades regulatorias MCM2/3/5 (Rizvi

et al. 2016), grupo al cual pertenece el transcripto mencionado. Las proteinas MCM
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presentan expresion mas baja en hojas y tejidos en crecimiento (Cho et al. 2008). En tanto
que la disminucién en su expresion ocasiona hipersensibilidad al estrés por replicacion
de ADN en células humanas, las cuales acumulan lesiones en el ADN y eventualmente
activan un punto de control que evita la divisiéon mitética (Ibarra et al. 2008). En
organismos vegetales, el rol de los MCMs en la replicacion del ADN es igual de relevante
al encontrarse sobreexpresado en tejidos en division celular activa, como los 4pices de
tallos o raices o embriones en desarrollo (Tuteja er al. 2011). La disrupcion del gen de
MCM conlleva a letalidad durante el desarrollo del embrién, mientras que su
sobreexpresion inhibe la endoreduplicacion (Ni et al. 2009). En particular, trabajos
realizados en arroz, demuestran que la proteina OsMCM2 disminuyd su expresion cuando
los nutrientes fueron limitados. Lo cual sefiala que la expresion de MCM2, y por lo tanto,
la progresion del ciclo celular, requieren una nutricion adecuada (Cho et al. 2008). Estos
hallazgos, claramente contrastan con lo reportado en la seccidon correspondiente a Sequia
en Etapa Vegetativa (Figura 9B- Contenido de elementos en la parte aérea). En dicha
seccion, se constata que la sequia en tarwi ocasiona disminucion en los niveles de P, en
la parte aérea. El P es de vital importancia al regular procesos energéticos, formacion de
acidos nucleicos y progresion del ciclo celular (Mitra 2015). Por lo cual su déficit podria
estar relacionado con la represion de esta proteina MCMC y la consecuente disminucion
del crecimiento observada en la Figura 9A (Progresion del desarrollo en condiciones de
sequia). Sin embargo, para validar esta afirmacion, se tendria que evaluar si la restriccion

de P en tarwi, es capaz de afectar la expresion de MCM en forma significativa.

b.5.8.2.2. Nucleosoma

Los nucleosomas son estructuras formadas por un octamero de proteinas histonas unidas
al ADN. Su formacion depende de la interaccion de diversas proteinas, entre las cuales
destaca la proteina nucleosome assembly protein 1 (NAP-1), la cual presenta 4 grupos
(NAPI1;1; NAPI;2; NAP1;3 Y NAP1;4) (Liu et al. 2009). De entre estas, el gen de la
isoforma nucleosome assembly protein 1;3 (NAP1) presentd sobreexpresion en el
transcriptoma de tarwi sometido a sequia (Figura 25). Esta proteina constituye la mayor
isoforma a nivel de plantulas (Liu er al. 2009) y es un componente integral en el
establecimiento, mantenimiento y dindmica de la cromatina en eucariotas (Park y Luger
2006). Su funcidén es actuar como chaperona al transportar las histonas hacia el ntcleo,
ensamblar a los nucleosomas y promover la fluidez de la cromatina, afectando la

transcripcion de muchos genes (Tripathi et al. 2015). Ademads, otros estudios han
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encontrado roles en la regulacion especifica de tejido, apoptosis, inactivacioén de histonas

y regulacion del ciclo celular (Park y Luger 2006).

Estudios con esta proteina han demostrado que plantas de Arabidopsis que expresan la
proteina NAP defectuosa presentan un fenotipo con baja sensibilidad a ABA. En estas
plantas, se observa alteracion en la expresion de genes de respuesta a ABA, incluyendo
protein quinasas, y reguladores de la transcripciéon, por lo cual desarrollan
hipersensibilidad a estrés (Liu et al. 2009). Ademas, la expresion de algunos de los genes
de esta familia se relaciona con tolerancia a estrés. Por ejemplo, en arroz, se ha observado
correlacion positiva entre la expresion de NAPL6 y la adaptacion a multiples factores de
estrés abiodtico. Las plantas que sobreexpresan OsNAPL6 mantienen el crecimiento y
senescencia reducida incluso bajo condiciones de estrés por salinidad y sequia (Tripathi
et al. 2016). Esta sobreexpresion se observa en la accesion de tarwi sometida a
condiciones de sequia (logFC=4,3; Figura 25), indicando que esta proteina es importante

en la respuesta a estrés por sequia.

b.5.8.2.3. Heterocromatina

La heterocromatina constitutiva, es una region de la cromatina que se encuentra en estado
condensado, en la cual no hay expresion génica. Su importancia es estructural, puesto que
comprende las regiones centroméricas y teloméricas de los cromosomas, incluyendo
ADN marcado por niveles altos de metilacion asociado a histonas modificadas por marcas
de represion (Tittel-Elmer et al. 2010). Las modificaciones de ADN e histonas en estas
regiones, cumplen un rol clave en la expresion génica y el desarrollo vegetal durante el
estrés (Chinnusamy y Zhu 2009). La mayor parte de estas modificaciones inducidas por
estrés se devuelven al estado basal cuando el estrés se libera, mientras algunas de las
modificaciones pueden ser estables, es decir, pueden ser transmitidas como una memoria
de estrés y pueden ser heredadas por divisiones celulares mitoticas e incluso meiodticas,
asegurando la herencia estable de este estado de inercia (Chinnusamy y Zhu 2009; Tittel-
Elmer et al. 2010). Ello explica el hecho de que se haya encontrado expresion diferencial
en 9 genes de este grupo (Figura 25). De estos, se observo sobreexpresion en 4 genes
(44%; Anexo 19: Cromatina), mientras que hubo represion en 5 transcriptos (56%, Anexo

19: Cromatina).
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En particular, la sobreexpresion del transcripto correspondiente al componente del
Mantenimiento del Telomero Conservado 1 (CTC1) observada en tarwi (logFC=5,6;
Figura 25), parece ser vital en condiciones de sequia. Este gen codifica una proteina que
participa en la estabilizacion las regiones teloméricas en organismos eucariotas. En estas
regiones, las proteinas CTC1(CDC13)/STN1/TEN1 forman un complejo CST (Jung et al.
2016). Este complejo trimérico es requerido para el mantenimiento del telémero al
interactuar con los extremos teloméricos a través de la proteina CDC13, promoviendo y
coordinando la replicacion del ADN del telomero (Balestrazzi, 2015). La replicacion y
proteccion de los teldmeros en Arabidopsis se da por la interaccion de las proteinas
AtCTC1 y AtSTNI con la telomerasa activa (Leehy et al. 2013). De modo que plantas
mutantes knock out de Arabidopsis para CTC1, muestran un fenotipo de desproteccion
dramatica de los telomeros, con aparicion rapida de defectos de desarrollo y esterilidad,
e inestabilidad gendmica severa (Surovtseva et al. 2009). Otro estudio desarrollado en
Arabidopsis, encontrd un pico en la expresion del complejo CST durante las primeras
etapas de la germinacion. Este cambio estuvo asociado con activacion de genes de
reparacion del ADN, lo que conllevaria a preservar la integridad del genoma y asegurar
la germinacion exitosa. De esta manera, se ha demostrado que la formacion del complejo
CST asegura la activacion de genes de reparacion de ADN y de remodelacion de la
cromatina (Balestrazzi 2015). En condiciones de estrés, existe dafio oxidativo a nivel de
la parte aérea, lo cual activa la maquinaria de reparacién celular (Nisa et al. 2019), por lo
cual, la expresion de CTCI1 podria estabilizar las regiones distales de la cromatina,

evitando dafios a regiones codificantes.
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V. CONCLUSIONES

La accesion P03 de tarwi (L. mutabilis Sweet), muestra tolerancia a sequia severa
(1.51% [H20]), siendo promisoria al poseer precocidad, mayor peso de semilla,
mayor sobrevivencia a sequia, mayor peso seco de la parte aérea tras sequia y

menor contenido de alcaloides.

La respuesta a sequia en la accesion P03 de tarwi (L. mutabilis Sweet) incluye
cambios fisiologicos y bioquimicos como la modificacion del contenido de
elementos en la parte aérea, y el incremento de niveles de prolina,

prmincipalmente en el periodo reproductivo.

En la accesion P03 de tarwi (L. mutabilis Sweet), la respuesta a sequia estéd
regulada por mecanismos genéticos basados en la expresion de genes funcionales
pertenecientes a las rutas de detoxificacion (431 genes), fosfolipidos (317 genes),
canales y transportadores (452 genes), proteasas (200 genes), fotosintesis (189

genes) y osmolitos (178 genes).

La regulacion de estas rutas afectadas por sequia en la accesion P03 de tarwi (L.
mutabilis Sweet), se logra mediante la expresion de genes de regulacion
correspondientes a las vias de: transduccion de sefial (939 genes), hormonas (363
genes), factores de transcripcion (330 genes), epigenética (267 genes), cromatina

(154 genes) e histonas (113 genes).

Las rutas principales que regulan la expresion de genes corriente abajo en la
accesion P03 de tarwi (L. mutabilis Sweet) sometido a 10 dias de sequia son las

rutas de hormonas vegetales y factores de transcripcion.

A los 10 dias de sequia, la accesion P03 de tarwi (L. mutabilis Sweet) presenta
cambios transcriptomicos a nivel hormonal entre los cuales destaca el
antagonismo entre las citoquininas y el acido abscisico (ABA), y la induccién de

la via de auxinas.



» En la accesion P03 de tarwi (L. mutabilis Sweet), los genes relacionados con la
tolerancia a sequia que tienen mayor relevancia incluyen a los factores de

transcripcion NAC, C2H2, MYB, ERF/AP2, MADS box, HSF y HB.

» La sobreexpresion de factores de transcripcion dedos de Zinc
[ITA/Glyma.02g29330; los factores de transcripcion NAC Glyma.17g101500,
Glyma.02g109800, Glyma.08g181100, Glyma.12g221500, Glyma.03g197900,
Glyma.07g192900 y Glyma.05g025500; los miembros del grupo integrase-type
DNA-binding superfamily protein con sus homologos Glyma.08g257300,
Glyma.16g164800 y Glyma.02g080200; estan relacionados con tolerancia a estrés
por sequia en la accesion P03 de tarwi (L. mutabilis Sweet), lo cual los hace

candidatos para el mejoramiento de los cultivos.
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VI. RECOMENDACIONES

La informacion presentada en este trabajo permitird desarrollar marcadores
moleculares de sequia basados en PCR, desarrollar variantes mediante
transformacion genética, y realizar andlisis de metilacion orientados a conocer la

respuesta a sequia a nivel epigenético.

Continuar con los estudios de los genes con mayor expresion diferencial, de
manera que se pueda realizar su validacion funcional y generar estrategias de
mejoramiento biotecnoldgicas que permitan evaluar y aplicar la accion de estos

genes en la tolerancia a estrés.

Los datos generados mediante el andlisis transcriptomico permitiran

complementar la informacion en DroughtDB.

Este trabajo proporciona las bases para realizar estudios de expresion heterodloga

en Arabidopsis.

Se hace necesario contar con un genoma de referencia de L. mutabilis para
complementar este trabajo y fortalecer los programas de mejoramiento de este

cultivo en Pert.
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VIII. ANEXOS

Anexo 1. Datos de Pasaporte de las accesiones de Lupinus mutabilis Sweet (tarwi) del

Banco de Germoplasma del INIA-Huancayo.

Accesion [X S Abreviatura |COD. ACCESION |COLECCI PAIS DEPARTAMENTO |PROVINCIA ECOTIPO Dias de floracion

P01 PER006145 | 08-1580 03-08-01580 TARWI PERU Cusco Cusco X PRECOZ 119
P02 PER005098 [06-2046 6165 TARWI PERU CAJAMARCA CELENDIN X PRECOZ 113
P03 PER006032 | 08-1467 03-08-01467 TARWI PERU Cusco Ccusco X PRECOZ 106
P04 PER006121 [08-1556 03-08-01556 TARWI PERU CuUsco CuUsco X PRECOZ 116
P05 PER006026 | 08-1461 03-08-01461 TARWI PERU Cusco Cusco X PRECOZ 120
P06 PER004918 [02-1786 3279 TARWI PERU ANCASH HUARI X PRECOZ 112
PO7 PER006389 [12-0108 03-12-00108 TARWI PERU JUNIN CONCEPCION X PRECOZ 107
P08 PER005983 |08-1418 03-08-01418 TARWI PERU Cusco Cusco X PRECOZ 86
P09 PER004935 [08-2077 3298 TARWI PERU CuUsco Cusco X PRECOZ 112
P10 PER006068 | 08-1503 03-08-01503 TARWI PERU Cusco Cusco X PRECOZ 120
P11 PER005942 |08-1377 03-08-01377 TARWI PERU CUsco Cusco X PRECOZ 95
P12 PER005430|02-1732 03-02-01732 TARWI PERU ANCASH MARISCAL LUZURIAGA |X PRECOZ 107
P13 PER005432 [02-1767 03-02-01767 TARWI PERU ANCASH CORONGO X PRECOZ 112
P14 PER006007 [08-1442 03-08-01442 TARWI PERU CuUsco Cusco X PRECOZ 120
P15 PER006400|12-0120 03-12-00120 TARWI PERU JUNIN HUANCAYO X PRECOZ 107
P16 PER005969 |08-1404 03-08-01404 TARWI PERU CUsco Cusco X PRECOZ 86,
P17 PER005726 | 08-0563 03-08-00563 TARWI PERU Cusco PAUCARTAMBO X PRECOZ 86
P18 PER005994 |08-1429 03-08-01429 TARWI PERU CUsco Cusco X PRECOZ 120
P19 PER006346 | 12-0066 03-12-00063 TARWI PERU JUNIN - X PRECOZ 112
P20 PER005515 | 06-0451 03-06-00451 TARWI PERU CAJAMARCA CAJABAMBA X PRECOZ 112
P21 PER006302 [12-0015 03-12-00015 TARWI PERU JUNIN HUANCAYO X PRECOZ 93
P22 PER006167 |08-1602 03-08-01602 TARWI PERU CuUsco Cusco X PRECOZ 122
P23 PER006243 [08-1678 03-08-01678 TARWI PERU CUsco Cusco X PRECOZ 112
P24 PER005433 |02-1768 03-02-01768 TARWI PERU ANCASH PALLASCA X PRECOZ 93
P25 PER005623 [08-0460 03-08-00460 TARWI PERU CUsco PARURO X PRECOZ 86,
T01 PER005303 |02-0356 03-02-00336 TARWI PERU ANCASH CARHUAZ X SEMI TARDIO 140
T02 PER005304 |02-0357 03-02-00337 TARWI PERU ANCASH CARHUAZ X SEMI TARDIO 140
T03 PER005336 [02-0369 03-02-00369 TARWI PERU ANCASH HUARI X SEMI TARDIO 140
T04 PER005338|02-0371 03-02-00371 TARWI PERU ANCASH HUARI X SEMI TARDIO 140
T05 PER005339 [02-0372 03-02-00372 TARWI PERU ANCASH HUARI X SEMI TARDIO 140
T06 PER005341 |02-0374 03-02-00374 TARWI PERU ANCASH HUARI X SEMI TARDIO 140
T07 PER005345 [02-0593 03-02-00593 TARWI PERU SIN DATOS SIN DATOS X SEMI TARDIO 140
T08 PER005347 [02-0595 595[TARWI PERU ANCASH - X SEMI TARDIO 140
T09 PER005350|02-0597 03-02-00597 TARWI PERU SIN DATOS SIN DATOS X SEMITARDIO 140
T10 PER005395 [02-1165 03-02-01165 TARWI PERU ANCASH YUNGAY X SEMI TARDIO 140
T11 PER005402 |02-1172 03-02-01172 TARWI PERU ANCASH HUARI X SEMI TARDIO 140
T12 PER004845 [06-01862 3197 TARWI PERU CAJAMARCA CELENDIN X TARDIO 153
T13 PER004847 | 06-01864 3199 TARWI PERU CAJAMARCA CELENDIN X TARDIO 153
T14 PER004849 [06-01866 3201 TARWI PERU CAJAMARCA CELENDIN X TARDIO 153
T15 PER004850 [06-01867 3203 TARWI PERU CAJAMARCA CAJAMARCA X TARDIO 153
T16 PER004903 | 06-01920 3263 TARWI PERU CAJAMARCA CAJABAMBA X TARDIO 153
T17 PER005006 [06-01991 4015 TARWI PERU CAJAMARCA CAJABAMBA X TARDIO 153
T18 PER005007 | 06-01992 4016 TARWI PERU CAJAMARCA CAJABAMBA X TARDIO 153
T19 PER005121 [06-2065 6727 TARWI PERU CAJAMARCA CELENDIN X TARDIO 153
T20 PER005390 | 02-0633 03-02-00633 TARWI PERU SIN DATOS SIN DATOS X TARDIO 166
T21 PER005407|02-1177 03-02-01177 TARWI PERU HUANUCO ANTONIO RAMONDI _ [X TARDIO 166
122 PER005437 [02-1772 03-02-01772 TARWI PERU ANCASH CORONGO X TARDIO 158
T23 PER005471 | 06-0407 03-06-00407 TARWI PERU CAJAMARCA CAJABAMBA X TARDIO 166
T24 PER005485 [06-0421 03-06-00421 TARWI PERU CAJAMARCA CELENDIN X TARDIO 166
T25 PER005505 | 06-0441 03-06-00441 TARWI PERU CAJAMARCA CUTERVO X TARDIO 158




Anexo 2. Evaluacion de la integridad del ARN extraido en gel de agarosa.

Marcador M11 M13 M17 M1A

-
| ovamed

Marcador M23 M24 M28 M29

*Las muestras etiquetadas fueron secuenciadas.
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Anexo 3. Resultados de Control de Calidad del ARN por Macrogen.

MACQCREPORT _VI1_121106

@™ Original Sample QC

General Information

Order Number 1705KHP-0001 Name of Customer Gaston Zolla Date of Order 2017-05-02

Final QC Result of DNA sample(s)

Experiment Date Sample count Pass Fail Hold

N/A N/A N/A N/A N/A

Final QC Result of RNA sample(s)

Experiment Date Sample count Pass Fail Hold

2017-05-17 12 12 0 0

The QC criteria refer to the specification requirements of a single run. In any cases, we may encounter the shortage of sample volume or amount due to various reasons
such as a library construction failure. In these cases a request of an additional sample will be inevitable.
Therefore, we recommend double the amount to be supplied at first place to minimize any delay of the whole procedure.
* Pass : Proceed with the library construction.
* Fail : Further processes are on hold until the replacement samples received.
We do not recommend in proceeding further steps until a specific instruction was given from the client.

* Hold : A specific instruction should be given by the client for further processing as the QC pattern may be triggered by the sample nature.

As 3 ul was taken from the sample for sample (library) QC purposes, the indicated volume represents 3ul less than the total volume received.

QC Result of RNA

Experiment Date 2017-05-17 Tested by LWC Comment
Conc Final Total
# Sample Name (ng/ul) Volume Amount RIN Result*
(ul) (ug)
7 Mll1 181.475 50 9.074 7.1 Pass
8 M17 180.575 50 9.029 74 Pass
9 MIA 142,924 50 7.146 73 Pass
10 M23 123.236 50 6.162 73 Pass
11 M24 159.475 50 7.974 7.2 Pass
12 M29 154.083 50 7.704 73 Pass
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Click to Enlarge =>7:M11

Click to Enlarge =>9:M1A

Click to Enlarge =>11:M24
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Click to Enlarge =>8:M17

Click to Enlarge =>10:M23

Click to Enlarge =>12:M29




Anexo 4. Estadisticas de los datos en crudo por Macrogen.

ID Bases totales read (bp) | Reads totales | GC(%) | AT(%) | Q20(%) | Q30(%)
MUESTRA

Mi11 5,799,010,546 57,415,946 43.821 | 56.18 96.838 94.893
M17 5,162,300,082 51,111,882 43.864 | 56.14 96.976 95.075
MI1A 4,924,410,944 48,756,544 44.027 | 5597 96.77 94.78
M23 4,450,645,396 44,065,796 43.197 | 56.8 96.703 94.679
M24 4,397,283,864 43,537,464 43.105 | 56.9 96.858 94.895
M29 4,603,500,008 45,579,208 43.271 | 56.73 97.52 95.785
PROMEDIO | 4,889,525,140 48,411,140 44 56 97 95
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Anexo 5: Datos de reads iniciales y reads de alta calidad por muestra.

NOMBRE MUESTRA | READS READS
INICIALES | DE ALTA
CALIDAD
MI1A 1 48756544 47660750
M11_1 57415946 55483344
M17_1 51111882 49530520
M23 1 44065796 42581464
M24 1 43537464 42283870
M29 1 45579208 44516680
PROMEDIO 48411140 47009438
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Anexo 6: Datos suplementarios de canales y transportadores

Descripcion del gen 1D logFC
delta tonoplast integral protein Glyma.08G203000 | -3.95
HCO3- transporter family Glyma.19G219500 | -3.87
proline transporter 2 AT3G55740.1 -3.84
Auxin efflux carrier family protein Glyma.07G217900 | -3.75
Vacuolar iron transporter (VIT) family protein Glyma.08G181900 | -3.72
PsbQ-like 1 Glyma.12G215100 | -3.52
Leucine-rich receptor-like protein kinase family protein Glyma.09G024900 | -3.49
peptide transporter 3 Glyma.02G003400 | -3.42
plasma membrane intrinsic protein 2E AT2G39010.1 -3.38
Sec14p-like phosphatidylinositol transfer family protein Glyma.15G134400 | -3.37
Mitochondrial substrate carrier family protein Glyma.17G025600 | -3.36
delta tonoplast integral protein Glyma.07G018000 | -3.28
tonoplast intrinsic protein 4;1 Glyma.04G083200 | -3.26
plasma membrane intrinsic protein 1;4 Glyma.01G220600 | -3.23
Xanthine/uracil permease family protein Glyma.06G064700 | -3.22
plasma membrane intrinsic protein 1;4 Glyma.05G208700 | -3.21
putative ion channel POLLUX-like 2 isoform X2 [Lupinus | XP 019428671.1 -3.19
angustifolius]

PsbQ-like 3 Glyma.11G204300 | -3.18
Auxin efflux carrier family protein Glyma.20G014300 | -3.16
MATE efflux family protein Glyma.20G123500 | -3.15
UDP-galactose transporter 2 Glyma.18G228100 | -3.14
lysine histidine transporter 1 Glyma.16G062600 | -3.13
P-glycoprotein 13 Glyma.14G220200 | -3.12
nitrate transporter 1:2 Glyma.17G096800 | -3.03
ABC-2 type transporter family protein Glyma.20G163500 | -2.92
gamma-soluble NSF attachment protein Glyma.09G083100 | -2.91
Transmembrane amino acid transporter family protein AT5G02180.1 -2.85
YELLOW STRIPE like 3 Glyma.06G133000 | -2.79
dicarboxylate transport 2.1 Glyma.08G177400 | -2.78
Aluminium activated malate transporter family protein Glyma.17G154200 | -2.78
Magnesium transporter CorA-like family protein Glyma.13G254800 | -2.76
non-intrinsic ABC protein 7 Glyma.05G221600 | -2.74
purine permease 1 Glyma.06G099400 | -2.72
sodium hydrogen exchanger 2 Glyma.17G022500 | -2.70
P-glycoprotein 2 Glyma.01G016500 | -2.68
cyclic nucleotide gated channel 8 Glyma.07G022500 | -2.65
Major facilitator superfamily protein Glyma.18G299200 | -2.65
Major facilitator superfamily protein Glyma.19G126600 | -2.65
oligopeptide transporter 7 Glyma.20G067300 | -2.59
ferredoxin-NADP(+)-oxidoreductase 1 Glyma.16G127300 | -2.57
SEC14-like 12 Glyma.02G053200 | -2.54
cyclic nucleotide-gated channel 14 Glyma.06G077600 | -2.53
phosphoenolpyruvate (pep)/phosphate translocator 2 Glyma.19G005900 | -2.52
Bacterial sec-independent translocation protein mttA/Hcf106 Glyma.20G161700 | -2.48
nitrate transporter 1:2 Glyma.05G029900 | -2.47
PsbQ-like 2 Glyma.01G050900 | -2.47
HCO3- transporter family Glyma.04G069500 | -2.45
Auxin efflux carrier family protein Glyma.07G102500 | -2.42
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Mitochondrial substrate carrier family protein Glyma.08G115600 | -2.41
S-adenosylmethionine carrier 1 Glyma.05G185200 | -2.29
pleiotropic drug resistance 4 Glyma.17G120100 | -2.27
Secretory carrier membrane protein (SCAMP) family protein Glyma.12G202000 | -2.25
K+ uptake permease 6 Glyma.08G056100 | -2.24
aluminum-activated malate transporter 9 Glyma.05G233400 | -2.22
structural maintenance of chromosomes 2 Glyma.13G202100 | -2.19
plasma membrane intrinsic protein 2 Glyma.10G211000 | -2.18
voltage dependent anion channel 4 Glyma.17G064100 | -2.18
photosynthetic electron transfer C Glyma.12G199400 | -2.17
proteinaceous RNase P 1 Glyma.14G084800 | -2.17
root cap 1 (RCP1) Glyma.12G013400 | -2.17
NOD26-like intrinsic protein 1;2 Glyma.13G224900 | -2.16
Nucleotide/sugar transporter family protein Glyma.12G174700 | -2.15
Sodium Bile acid symporter family Glyma.12G234600 | -2.14
SCAMP family protein Glyma.01G010300 | -2.12
emp24/gp25L/p24 family/GOLD family protein Glyma.13G061200 | -2.10
UDP-galactose transporter 6 Glyma.10G296000 | -2.09
Major facilitator superfamily protein Glyma.15G066500 | -2.06
Mitochondrial substrate carrier family protein Glyma.08G272600 | -2.05
multidrug resistance-associated protein 1 Glyma.06G312300 | -2.05
HCO3- transporter family Glyma.09G031400 | -2.04
non-intrinsic ABC protein 8 Glyma.09G147400 | -2.03
nodulin MtN21 /EamA-like transporter family protein Glyma.08G182500 | -2.01
phosphate transporter 3;1 AT5G14040.1 2.00
proline transporter 1 Glyma.05G043100 | 2.04
Transmembrane amino acid transporter family protein Glyma.11G234600 | 2.09
Sec14p-like phosphatidylinositol transfer family protein Glyma.15G120800 | 2.12
amino acid transporter 1 Glyma.08G129600 | 2.14
peptide transporter 1 Glyma.18G064900 | 2.18
inositol transporter 2 Glyma.05G142500 | 2.20
sugar transporter 1 Glyma.08G059700 | 2.22
Transmembrane amino acid transporter family protein Glyma.18G022400 | 2.27
nodulin MtN21 /EamA-like transporter family protein Glyma.08G182700 | 2.30
bidirectional amino acid transporter 1 Glyma.06G156200 | 2.30
pleiotropic drug resistance 12 Glyma.03G168000 | 2.31
MATE efflux family protein Glyma.04G097700 | 2.34
SKP1/ASK-interacting protein 16 Glyma.11G126500 | 2.34
Sec-independent periplasmic protein translocase Glyma.20G123100 | 2.35
Amino acid permease family protein Glyma.08G113400 | 2.38
YELLOW STRIPE like 1 Glyma.10G172900 | 2.39
Mitochondrial substrate carrier family protein Glyma.15G015200 | 2.41
glycolipid transfer protein 2 Glyma.04G239900 | 2.42
peroxisomal 3-ketoacyl-CoA thiolase 3 Glyma.10G124700 | 2.47
Major facilitator superfamily protein Glyma.05G030400 | 2.53
pleiotropic drug resistance 9 Glyma.07G233900 | 2.55
MATE efflux family protein Glyma.01G216600 | 2.56
nitrate transporter 1.5 Glyma.17G153300 | 2.57
oligopeptide transporter 4 Glyma.15G059700 | 2.59
Major facilitator superfamily protein Glyma.20G112900 | 2.63
Nucleotide/sugar transporter family protein Glyma.17G211500 | 2.64
NAD(P)-linked oxidoreductase superfamily protein Glyma.03G248500 | 2.67
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polyol/monosaccharide transporter 5 Glyma.12G044700 | 2.72
Sec14p-like phosphatidylinositol transfer family protein Glyma.06G030000 | 2.73
NOD26-like intrinsic protein 5;1 Glyma.10G221100 | 2.77
LAGTI longevity assurance homolog 3 Glyma.08G269700 | 2.79
Cation efflux family protein Glyma.02G095400 | 2.84
Nodulin MtN3 family protein Glyma.18G295100 | 2.86
glutamate receptor 2.7 Glyma.07G203700 | 2.96
golgi nucleotide sugar transporter 1 Glyma.06G153600 | 2.98
eukaryotic translation initiation factor 4E transporter-like [Tetranychus | XP_015785233.1 3.00
urticae].

Y-+L amino acid transporter 2-like [Pyrus x bretschneideri] XP_009351107.1 3.07
amino acid permease 7 Glyma.18G071700 | 3.15
cyclic nucleotide-gated channel 13 Glyma.07G056400 | 3.20
cation exchanger 3 Glyma.03G058500 | 3.28
ATPase, FO/V0O complex, subunit C protein AT1G19910.1 3.39
temperature-induced lipocalin Glyma.17G075800 | 3.39
amino acid permease 2 Glyma.08G002400 | 3.40
MATE efflux family protein Glyma.20G123300 | 3.45
amino acid permease 3 Glyma.04G246400 | 3.52
plasma membrane intrinsic protein 1A Glyma.11G097800 | 3.57
pleiotropic drug resistance 11 Glyma.10G203000 | 3.60
Vacuolar protein sorting 55 (VPS55) family protein Glyma.19G195900 | 3.72
Nodulin MtN3 family protein Glyma.06G122200 | 3.72
Nucleotide/sugar transporter family protein Glyma.06G218500 | 3.74
structural maintenance of chromosome 3 Glyma.13G062800 | 3.75
ADP/ATP carrier 2 Glyma.13G340500 | 3.79
oligopeptide transporter 5 Glyma.03G139100 | 3.87
Peroxidase superfamily protein Glyma.17G061400 | 3.93
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Anexo 7: Metabolismo de fosfolipidos

Descripcion del gen ID logFC
acyl carrier protein 4 Glyma.08G008800 -3.95
S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferases superfamily | Glyma.05G246500 -39
protein
NDH-dependent cyclic electron flow 1 Glyma.13G356100 -3.85
S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferases superfamily | Glyma.07G102700 -3.77
protein
P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily | Glyma.13G232500 -3.75
protein
Sec14p-like phosphatidylinositol transfer family protein Glyma.15G134400 -3.37
phosphoinositide 4-kinase gamma 4 Glyma.01G226200 -3.37
4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate reductase Glyma.12G046000 -3.32
S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferases superfamily | Glyma.02G037000 -3.17
protein
PHYTOENE SYNTHASE Glyma.14G031200 -3.17
calcium sensing receptor Glyma.05G016000 -3.11
Cyclopropane-fatty-acyl-phospholipid synthase Glyma.20G201400 -3.07
homogentisate phytyltransferase 1 Glyma.13G097800 -3.02
NAD(P)H dehydrogenase 18 Glyma.10G000900 -3.01
NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein Glyma.07G133200 -2.99
Ankyrin repeat family protein Glyma.18G102100 -2.96
Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein Glyma.06G131300 -2.9
fructose-bisphosphate aldolase 2 Glyma.04G008300 -2.88
plastid ribosomal protein 111 Glyma.01G201000 -2.88
Inositol monophosphatase family protein Glyma.16G168000 -2.87
ribosomal protein L9 Glyma.12G081500 -2.87
Mog1/PsbP/DUF1795-like photosystem II reaction center PsbP | Glyma.06G073600 -2.85
family protein
S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferases superfamily | Glyma.16G134400 -2.81
rotein
glant protein of unknown function (DUF828) with plant pleckstrin | Glyma.04G083000 -2.74
homology-like region
ribosomal protein L4 Glyma.03G110100 -2.7
Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein Glyma.07G041700 -2.64
starch branching enzyme 2.2 Glyma.04G017700 -2.63
Ribosomal protein L17 family protein Glyma.18G049200 -2.62
Ribosomal protein L3 family protein Glyma.04G002300 -2.61
Ribosomal protein L31 Glyma.14G072400 -2.59
ATP synthase delta-subunit gene Glyma.17G130100 -2.57
NDH-dependent cyclic electron flow 1 Glyma.15G018000 -2.57
Sec14p-like phosphatidylinositol transfer family protein Glyma.10G248600 -2.57
FKBP-like peptidyl-prolyl cis-trans isomerase family protein Glyma.11G124900 -2.56
calcium sensing receptor Glyma.17G084300 -2.56
SEC14-like 12 Glyma.02G053200 -2.54
Cyclophilin-like peptidyl-prolyl cis-trans isomerase family protein Glyma.05G014300 -2.51
ascorbate peroxidase 4 Glyma.14G177200 -2.51
Plant protein of unknown function (DUF828) with plant pleckstrin | Glyma.02G005100 -2.49
homology-like region
phosphoglycerate kinase 1 Glyma.13G045400 -2.49
Pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase family protein Glyma.05G026200 -2.49
Ribose 5-phosphate isomerase, type A protein Glyma.19G243800 -2.46
ATP-dependent caseinolytic (Clp) protease/crotonase family protein | Glyma.03G235800 -2.45
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2-oxoacid dehydrogenases acyltransferase family protein Glyma.20G114500 -2.43
Plastid-lipid associated protein PAP / fibrillin family protein Glyma.02G173600 -2.42
RmlC-like cupins superfamily protein Glyma.10G177000 -2.39
photosystem I light harvesting complex gene 6 Glyma.09G071400 -2.38
Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein Glyma.06G223500 -2.37
chloroplast thylakoid lumen protein Glyma.06G224200 -2.35
ribosomal protein S1 Glyma.15G136800 -2.34
thiaminC Glyma.18G065700 -2.33
non-photochemical quenching 1 Glyma.19G251000 -2.31
Ribonuclease III family protein Glyma.01G192200 -2.3
3-ketoacyl-CoA synthase 6 Glyma.20G115500 -2.29
Ribosomal L5P family protein Glyma.18G237400 -2.28
homogentisate prenyltransferase Glyma.02G168000 -2.26
fatty acid desaturase 6 Glyma.02G203300 -2.25
ALBINA 1 Glyma.11G016000 -2.23
Protein of unknown function (DUF616) Glyma.07G197000 -2.22
chloroplast RNA binding Glyma.03G230000 -2.19
stress enhanced protein 1 Glyma.20G127500 -2.18
calmodulin 5 AT2G27030.3 -2.18
proton gradient regulation 3 Glyma.06G061000 -2.17
root cap 1 (RCP1) Glyma.12G013400 -2.17
CVP2 like 1 Glyma.01G235300 -2.16
hydroxymethylbilane synthase Glyma.11G094700 -2.13
histone deacetylase 14 Glyma.05G192600 -2.13
CRS1/YhbY (CRM) domain-containing protein Glyma.09G183900 -2.13
Ribosomal protein S10p/S20e family protein Glyma.18G079900 -2.12
2-oxoacid dehydrogenases acyltransferase family protein Glyma.01G081900 -2.1
non-photochemical quenching 1 Glyma.03G253500 -2.08
myo-inositol-1-phosphate synthase 3 Glyma.05G180600 -2.07
Chlorophyll A-B binding family protein Glyma.17G147900 -2.06
P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily | Glyma.15G080200 -2.06
protein

S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferases superfamily | Glyma.02G143700 -2.05
protein

cytochrome P450, family 97, subfamily B, polypeptide 3 Glyma.11G016200 -2.03
thylakoid lumen 18.3 kDa protein Glyma.20G231600 -2.01
annexin 8 Glyma.13G199800 2.12
Sec14p-like phosphatidylinositol transfer family protein Glyma.15G120800 2.121
staurosporin and temperature sensitive 3-like b AT1G34130.1 2.187
Sec14p-like phosphatidylinositol transfer family protein Glyma.03G004600 2.347
Calcium-dependent lipid-binding (CaLB domain) family protein Glyma.14G068400 2.347
annexin 3 Glyma.15G238500 2.443
Deoxyxylulose-5-phosphate synthase Glyma.08G277100 | 2.509
homogentisate phytyltransferase 1 Glyma.17G061900 2.517
Sec14p-like phosphatidylinositol transfer family protein Glyma.13G087900 2.518
DNAse I-like superfamily protein Glyma.19G173900 2.596
alpha/beta-Hydrolases superfamily protein Glyma.04G026500 2.712
Sec14p-like phosphatidylinositol transfer family protein Glyma.06G030000 2.728
Deoxyxylulose-5-phosphate synthase Glyma.08G277000 | 2.737
hydroxymethylglutaryl-CoA synthase / HMG-CoA synthase / 3- | Glyma.17G132300 2.751
hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A synthase

GroES-like zinc-binding dehydrogenase family protein Glyma.10G041000 2.851
cytochrome P450, family 83, subfamily B, polypeptide 1 Glyma.03G030600 2.975
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phosphatidylcholine:ceramide  cholinephosphotransferase  2-like | XP_015783981.1 2.977
[Tetranychus urticae].

triosephosphate isomerase AT3G55440.1 3.075
Plant protein of unknown function (DUF828) with plant pleckstrin | Glyma.17G142900 3.162
homology-like region

hydroxy methylglutaryl CoA reductase 1 Glyma.16G113000 3.49
ENTH/ANTH/VHS superfamily protein Glyma.13G100400 3.523
Vacuolar protein sorting 55 (VPS55) family protein Glyma.19G195900 3.717
RNA-binding (RRM/RBD/RNP motifs) family protein Glyma.09G205500 3.885
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Anexo 8: Fotosintesis

Descripcion del gen ID logFC
Dihydrodipicolinate reductase, bacterial/plant Glyma.20G155600 | -3.98
germin 3 Glyma.15G176900 | -3.94
germin 3 Glyma.07G039100 | -3.88
hydroxypyruvate reductase Glyma.10G281400 | -3.85
Ribulose bisphosphate carboxylase (small chain) family protein Glyma.19G046600 | -3.83
P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily | Glyma.13G232500 | -3.75
protein

ADP glucose pyrophosphorylase large subunit 1 Glyma.07G258500 | -3.71
high cyclic electron flow 1 Glyma.18G193600 | -3.68
PsbQ-like 1 Glyma.12G215100 | -3.52
Phosphofructokinase family protein Glyma.07G263800 | -3.28
PsbQ-like 3 Glyma.11G204300 | -3.18
calcium sensing receptor Glyma.05G016000 | -3.11
2-cysteine peroxiredoxin B Glyma.10G078400 | -3.06
NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein Glyma.07G133200 | -2.99
Haloacid dehalogenase-like hydrolase (HAD) superfamily protein Glyma.06G174200 | -2.93
Dnal/Hsp40 cysteine-rich domain superfamily protein Glyma.14G218200 | -2.91
Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein Glyma.06G131300 | -2.90
fructose-bisphosphate aldolase 2 Glyma.04G008300 | -2.88
Inositol monophosphatase family protein Glyma.16G168000 | -2.87
Mog1/PsbP/DUF1795-like photosystem II reaction center PsbP family | Glyma.06G073600 | -2.85
protein

chloroplast stem-loop binding protein of 41 kDa Glyma.10G026600 | -2.81
plastocyanin 1 AT1G76100.1 -2.80
light harvesting complex photosystem II Glyma.11G228800 | -2.77
phytochrome B Glyma.15G140000 | -2.77
photosystem I light harvesting complex gene 5 Glyma.06G039700 | -2.74
photosystem I P subunit Glyma.07G049000 | -2.72
PsbP-like protein 1 Glyma.18G286500 | -2.70
glycine decarboxylase complex H Glyma.11G042200 | -2.69
Mog1/PsbP/DUF1795-like photosystem Il reaction center PsbP family | Glyma.10G157000 | -2.67
protein

Mog1/PsbP/DUF1795-like photosystem Il reaction center PsbP family | Glyma.03G123100 | -2.64
protein

photosystem II light harvesting complex gene 2.1 Glyma.14G008000 | -2.62
high cyclic electron flow 1 Glyma.07G142700 | -2.61
Ribosomal protein L31 Glyma.14G072400 | -2.59
ATP synthase delta-subunit gene Glyma.17G130100 | -2.57
ferredoxin-NADP(+)-oxidoreductase 1 Glyma.16G127300 | -2.57
FKBP-like peptidyl-prolyl cis-trans isomerase family protein Glyma.11G124900 | -2.56
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase A subunit 2 Glyma.19G106800 | -2.56
calcium sensing receptor Glyma.17G084300 | -2.56
Photosystem II reaction center PsbP family protein Glyma.06G156100 | -2.55
plastid transcriptionally active 16 Glyma.12G059600 | -2.53
photosystem I subunit O Glyma.11G181100 | -2.52
ascorbate peroxidase 4 Glyma.14G177200 | -2.51
photosystem I subunit K Glyma.15G194300 | -2.49
phosphoglycerate kinase 1 Glyma.13G045400 | -2.49
Pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase family protein Glyma.05G026200 | -2.49
plastocyanin 1 Glyma.06G020400 | -2.48
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photosystem II family protein Glyma.12G202500 | -2.48
rubisco activase Glyma.11G221000 | -2.48
light-harvesting chlorophyll-protein complex I subunit A4 Glyma.06G194900 | -2.47
PsbQ-like 2 Glyma.01G050900 | -2.47
Ribose 5-phosphate isomerase, type A protein Glyma.19G243800 | -2.46
photosystem I light harvesting complex gene 2 Glyma.07G047600 | -2.43
Photosystem II reaction center PsbP family protein Glyma.04G209900 | -2.42
photosystem I light harvesting complex gene 1 Glyma.02G064700 | -2.42
photosystem I subunit E-2 Glyma.10G042000 | -2.40
serine transhydroxymethyltransferase 1 Glyma.08G274400 | -2.40
photosystem I light harvesting complex gene 6 Glyma.09G071400 | -2.38
Photosystem II reaction center PsbP family protein Glyma.10G153100 | -2.37
2-cysteine peroxiredoxin B Glyma.02G198400 | -2.37
photosystem II subunit X Glyma.09G073900 | -2.36
Photosystem II reaction center PsbP family protein Glyma.04G014500 | -2.36
chloroplast thylakoid lumen protein Glyma.06G224200 | -2.35
cysteine synthase 26 Glyma.19G119200 | -2.33
photosystem II subunit P-1 Glyma.08G304200 | -2.32
photosystem II subunit O-2 Glyma.16G143600 | -2.29
photosystem II family protein Glyma.13G299200 | -2.27
photosystem I P subunit Glyma.16G017600 | -2.27
photosystem I subunit H2 Glyma.08G204800 | -2.25
fatty acid desaturase 6 Glyma.02G203300 | -2.25
NAD(P)H:plastoquinone dehydrogenase complex subunit O Glyma.06G153400 | -2.24
PsbP-like protein 2 Glyma.20G098500 | -2.23
ALBINA 1 Glyma.11G016000 | -2.23
uridylyltransferase-related Glyma.07G022700 | -2.20
light-harvesting chlorophyll-protein complex II subunit B1 Glyma.16G165800 | -2.19
chloroplast RNA binding Glyma.03G230000 | -2.19
photosystem I subunit E-2 Glyma.13G129500 | -2.18
light-harvesting chlorophyll B-binding protein 3 Glyma.12G219300 | -2.17
photosynthetic electron transfer C Glyma.12G199400 | -2.17
hydroxymethylbilane synthase Glyma.11G094700 | -2.13
Ribosomal protein S10p/S20e family protein Glyma.18G079900 | -2.12
light harvesting complex photosystem II Glyma.03G060300 | -2.11
photosystem I reaction center subunit PSI-N, chloroplast, putative / | Glyma.04G215800 | -2.11
PSI-N, putative (PSAN)

photosystem II subunit X Glyma.04G055300 | -2.08
Phosphofructokinase family protein Glyma.09G007900 | -2.08
myo-inositol-1-phosphate synthase 3 Glyma.05G180600 | -2.07
Chlorophyll A-B binding family protein Glyma.17G147900 | -2.06
P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily | Glyma.15G080200 | -2.06
protein

photosystem I BY Glyma.11G245400 | -2.05
phosphoribulokinase Glyma.01G010200 | -2.05
photosystem I subunit F Glyma.05G022900 | -2.04
photosystem I subunit D-2 Glyma.10G249000 | -2.03
thylakoid lumen 18.3 kDa protein Glyma.20G231600 | -2.01
photosystem I subunit G Glyma.06G321900 | -2.01
ferretin 1 Glyma.07G155200 | 3.00
stress enhanced protein 2 Glyma.05G183500 | 3.08
aconitase 3 Glyma.12G098900 | 3.34
salt tolerance zinc finger Glyma.20G133200 | 3.73
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RNA-binding (RRM/RBD/RNP motifs) family protein Glyma.09G205500 | 3.88
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Anexo 9: Genes de detoxificacion

Descripcion del gen ID logFC
Dihydrodipicolinate reductase, bacterial/plant Glyma.20G155600 | -3.98
cytochrome P450, family 71, subfamily A, polypeptide 26 Glyma.07G194300 | -3.92
Peroxidase superfamily protein Glyma.13G069400 | -3.90
NAD(P)-linked oxidoreductase superfamily protein Glyma.03G066600 | -3.75
TESMIN/TSO1-like CXC 2 Glyma.01G236300 | -3.70
Thioredoxin superfamily protein Glyma.17G046500 | -3.53
respiratory burst oxidase protein F Glyma.05G021100 | -3.39
SKUS similar 5 Glyma.06G307100 | -3.39
Oxidoreductase, zinc-binding dehydrogenase family protein Glyma.18G158700 | -3.34
4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate reductase Glyma.12G046000 | -3.32
NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein Glyma.20G233000 | -3.26
gibberellin 20 oxidase 2 Glyma.13G035600 | -3.25
glyoxylate reductase 2 Glyma.13G349100 | -3.24
cytochrome P450, family 78, subfamily A, polypeptide 5 Glyma.19G240800 | -3.22
Rieske (2Fe-2S) domain-containing protein Glyma.01G231900 | -3.14
laccase 6 Glyma.07G054200 | -3.13
Cyclopropane-fatty-acyl-phospholipid synthase Glyma.20G201400 | -3.07
2-cysteine peroxiredoxin B Glyma.10G078400 | -3.06
NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein Glyma.07G133200 | -2.99
beta-hydroxylase 1 Glyma.16G179100 | -2.98
laccase 17 Glyma.07G134100 | -2.97
cinnamate-4-hydroxylase Glyma.20G114200 | -2.96
NADH-dependent glutamate synthase 1 Glyma.06G127400 | -2.92
FAD/NAD(P)-binding oxidoreductase family protein Glyma.08G173600 | -2.88
Copper amine oxidase family protein Glyma.02G038500 | -2.81
plastocyanin 1 AT1G76100.1 -2.80
cytochrome P450, family 86, subfamily A, polypeptide 8 Glyma.07G069500 | -2.78
cytochrome P450, family 93, subfamily D, polypeptide 1 Glyma.12G067000 | -2.74
sodium hydrogen exchanger 2 Glyma.17G022500 | -2.70
lipoamide dehydrogenase 1 Glyma.17G032300 | -2.69
cytochrome P450, family 96, subfamily A, polypeptide 1 Glyma.05G003000 | -2.65
Ferritin/ribonucleotide reductase-like family protein Glyma.16G056300 | -2.62
cytochrome P450, family 707, subfamily A, polypeptide 2 AT2G29090.2 -2.60
ferredoxin-NADP(+)-oxidoreductase 1 Glyma.16G127300 | -2.57
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase A subunit 2 Glyma.19G106800 | -2.56
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase A subunit 2 Glyma.16G044900 | -2.53
Transcription factor jumonji (jmj) family protein / zinc finger | AT1G30810.2 -2.51
(C5HC2 type) family protein

fatty acid desaturase 8 Glyma.14G194300 | -2.51
ascorbate peroxidase 4 Glyma.14G177200 | -2.51
ribonucleotide reductase 1 Glyma.04G217300 | -2.50
protochlorophyllide oxidoreductase A Glyma.06G247100 | -2.49
cytochrome P450, family 77, subfamily A, polypeptide 4 Glyma.20G188000 | -2.49
Pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase family protein Glyma.05G026200 | -2.49
glutamate dehydrogenase 2 Glyma.17G148000 | -2.48
2-oxoglutarate (20G) and Fe(II)-dependent oxygenase superfamily | Glyma.11G172500 | -2.45
protein

Radical SAM superfamily protein Glyma.04G192800 | -2.44
2-cysteine peroxiredoxin B Glyma.02G198400 | -2.37
cinnamyl alcohol dehydrogenase 9 Glyma.05G187700 | -2.37
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Peroxidase superfamily protein Glyma.13G307000 | -2.37
laccase 5 Glyma.14G056100 | -2.35
Peroxidase superfamily protein Glyma.03G007700 | -2.35
non-photochemical quenching 1 Glyma.19G251000 | -2.31
Fe superoxide dismutase 3 Glyma.20G050800 | -2.27
SKUS similar 5 Glyma.04G019500 | -2.26
Cytochrome P450 superfamily protein Glyma.06G202300 | -2.25
SKUS similar 5 Glyma.14G223000 | -2.24
NAD(P)H:plastoquinone dehydrogenase complex subunit O Glyma.06G153400 | -2.24
NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein Glyma.11G101400 | -2.23
fatty acid hydroxylase 1 Glyma.15G132500 | -2.20
SKUS similar 4 Glyma.17G012300 | -2.18
Glutamyl-tRNA reductase family protein Glyma.14G185700 | -2.17
photosynthetic electron transfer C Glyma.12G199400 | -2.17
laccase 17 Glyma.18G183500 | -2.15
NADH dehydrogenase subunit J ATCG00420.1 -2.15
glutathione S-transferase PHI 9 Glyma.08G306900 | -2.15
Sodium Bile acid symporter family Glyma.12G234600 | -2.14
sterol 1 Glyma.13G044800 | -2.13
oxidoreductases, acting on NADH or NADPH, quinone or similar | Glyma.18G049600 | -2.12
compound as acceptor

Fatty acid/sphingolipid desaturase Glyma.18G120400 | -2.10
Coproporphyrinogen III oxidase AT1G03475.1 -2.08
non-photochemical quenching 1 Glyma.03G253500 | -2.08
cytochrome P450, family 97, subfamily B, polypeptide 3 Glyma.11G016200 | -2.03
sterol 4-alpha-methyl-oxidase 2-1 Glyma.02G030900 | -2.02
NAD(P)-linked oxidoreductase superfamily protein Glyma.09G169800 | -2.01
gibberellin 2-oxidase Glyma.13G218200 | 2.05

cytochrome P450, family 81, subfamily D, polypeptide 3 Glyma.09G048800 | 2.08

cation/H+ exchanger 17 AT4G23700.1 2.10

cytochrome P450, family 94, subfamily D, polypeptide 2 Glyma.03G122300 | 2.11

glycine decarboxylase P-protein 2 AT2G26080.1 2.12

catalase 2 Glyma.06G017900 | 2.19

lysine-ketoglutarate reductase/saccharopine dehydrogenase | Glyma.13G115500 | 2.21

bifunctional enzyme

copper/zinc superoxide dismutase 2 AT2G28190.1 2.21

cytochrome P450, family 87, subfamily A, polypeptide 6 Glyma.07G220500 | 2.25

cytochrome P450, family 81, subfamily D, polypeptide 3 Glyma.09G049100 | 2.29

ferulic acid 5-hydroxylase 1 Glyma.01G169200 | 2.31

cytochrome P450, family 93, subfamily D, polypeptide 1 Glyma.07G202300 | 2.32

FMN binding Glyma.19G112500 | 2.32

2-oxoglutarate (20G) and Fe(Il)-dependent oxygenase superfamily | Glyma.19G062800 | 2.34

protein

elicitor-activated gene 3-2 Glyma.16G096300 | 2.34

Cupredoxin superfamily protein Glyma.U040600 2.35

nine-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 9 AT1G78390.1 2.40

UDP-glucose 6-dehydrogenase family protein AT5G39320.1 2.44

6-phosphogluconate dehydrogenase family protein AT5G41670.2 2.50

2-oxoglutarate (20G) and Fe(Il)-dependent oxygenase superfamily | Glyma.03G104300 | 2.50

protein

2-oxoglutarate (20G) and Fe(Il)-dependent oxygenase superfamily | Glyma.02G084400 | 2.63

protein

2-oxoglutarate (20G) and Fe(Il)-dependent oxygenase superfamily | Glyma.02G136000 | 2.73

protein
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flavanone 3-hydroxylase Glyma.01G166200 | 2.75
2-oxoglutarate (20G) and Fe(Il)-dependent oxygenase superfamily | Glyma.02G136200 | 2.78
protein

brassinosteroid-6-oxidase 2 Glyma.18G272300 | 2.81
aldehyde dehydrogenase 6B2 Glyma.08G066600 | 2.83
cytochrome P450, family 87, subfamily A, polypeptide 6 Glyma.20G018600 | 2.84
GroES-like zinc-binding dehydrogenase family protein Glyma.10G041000 | 2.85
formate dehydrogenase Glyma.19G009100 | 2.86
Aldolase-type TIM barrel family protein Glyma.08G178100 | 2.88
glutathione S-transferase PHI 9 Glyma.18G111200 | 2.88
cytochrome P450, family 94, subfamily C, polypeptide 1 Glyma.12G087200 | 2.90
glutathione peroxidase 3 Glyma.08G047200 | 2.91
cytochrome P450, family 83, subfamily B, polypeptide 1 Glyma.03G030600 | 2.98
Amino acid dehydrogenase family protein AT3G12290.1 3.00
GDP dissociation inhibitor family protein / Rab GTPase activator | AT5G09550.1 3.00
family protein

cytochrome P450, family 81, subfamily D, polypeptide 4 Glyma.16G149300 | 3.00
ferretin 1 Glyma.07G155200 | 3.00
Peroxidase superfamily protein Glyma.16G164400 | 3.01
aldehyde dehydrogenase 2B4 AT3G48000.1 3.01
Lactate/malate dehydrogenase family protein Glyma.10G006500 | 3.02
peroxidase 2 Glyma.09G109800 | 3.09
acyl-CoA oxidase 4 Glyma.18G202800 | 3.11
Ferritin/ribonucleotide reductase-like family protein Glyma.19G091400 | 3.11
abscisic aldehyde oxidase 3 Glyma.02G272200 | 3.12
Methylenetetrahydrofolate reductase family protein Glyma.18G278900 | 3.13
2-oxoglutarate (20G) and Fe(Il)-dependent oxygenase superfamily | Glyma.18G164100 | 3.27
protein

cation exchanger 3 Glyma.03G058500 | 3.28
catalytic LigB subunit of aromatic ring-opening dioxygenase family | Glyma.09G156900 | 3.28
succinate dehydrogenase 1-1 Glyma.02G057400 | 3.33
AAA-type ATPase family protein AT2G27600.1 3.38
cytochrome P450, family 82, subfamily C, polypeptide 4 Glyma.06G035300 | 3.43
cytochrome P450, family 93, subfamily D, polypeptide 1 Glyma.10G092500 | 3.44
FAD/NAD(P)-binding oxidoreductase family protein Glyma.11G179300 | 3.49
hydroxy methylglutaryl CoA reductase 1 Glyma.16G113000 | 3.49
DC1 domain-containing protein Glyma.04G021000 | 3.51
aldehyde dehydrogenase 3H1 Glyma.06G114300 | 3.61
aldehyde dehydrogenase 3F1 Glyma.15G034400 | 3.67
Peroxidase superfamily protein Glyma.17G061400 | 3.93
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Anexo 10: Osmolitos

Descripcion del gen ID logFC
proline transporter 2 AT3G55740.1 -3.84
Glycine cleavage T-protein family Glyma.17G012000 | -3.81
terpene synthase 14 Glyma.07G187600 | -3.79
Eukaryotic aspartyl protease family protein Glyma.03G200900 | -3.37
Glycine cleavage T-protein family Glyma.09G004700 | -3.25
homogentisate phytyltransferase 1 Glyma.13G097800 | -3.02
FKBP-like peptidyl-prolyl cis-trans isomerase family protein Glyma.05G245200 | -2.91
fructose-bisphosphate aldolase 2 Glyma.04G008300 | -2.88
FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase family protein Glyma.03G122100 | -2.85
FK506-binding protein 16-2 Glyma.08G139100 | -2.73
glycine decarboxylase complex H Glyma.11G042200 | -2.69
Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein Glyma.07G041700 | -2.64
FKBP-like peptidyl-prolyl cis-trans isomerase family protein Glyma.11G124900 | -2.56
Ribose 5-phosphate isomerase, type A protein Glyma.19G243800 | -2.46
2-oxoacid dehydrogenases acyltransferase family protein Glyma.20G114500 | -2.43
serine transhydroxymethyltransferase 1 Glyma.08G274400 | -2.40
Auxin efflux carrier family protein Glyma.07G113200 | -2.36
non-photochemical quenching 1 Glyma.19G251000 | -2.31
3-ketoacyl-CoA synthase 6 Glyma.20G115500 | -2.29
fatty acid desaturase 6 Glyma.02G203300 | -2.25
FKBP-like peptidyl-prolyl cis-trans isomerase family protein Glyma.04G015400 | -2.16
glutathione S-transferase PHI 9 Glyma.08G306900 | -2.15
Pyridoxal phosphate (PLP)-dependent transferases superfamily | Glyma.02G014800 | -2.13
protein

alanine-2-oxoglutarate aminotransferase 2 Glyma.01G026700 | -2.12
2-oxoacid dehydrogenases acyltransferase family protein Glyma.01G081900 | -2.10
non-photochemical quenching 1 Glyma.03G253500 | -2.08
alanine:glyoxylate aminotransferase Glyma.08G302600 | -2.01
proline transporter 1 Glyma.05G043100 | 2.04
glycine decarboxylase P-protein 2 AT2G26080.1 2.12
amino acid transporter 1 Glyma.08G129600 | 2.14
GDSL-motif lipase 5 Glyma.16G012500 | 2.16
peptide transporter 1 Glyma.18G064900 | 2.18
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase family protein Glyma.04G100900 | 2.22
MYB-like 102 Glyma.15G066800 | 2.26
bidirectional amino acid transporter 1 Glyma.06G156200 | 2.30
MAC/Perforin domain-containing protein Glyma.05G240200 | 2.36
Mitochondrial substrate carrier family protein Glyma.15G015200 | 2.41
glutamine-dependent asparagine synthase 1 Glyma.14G195000 | 2.44
Deoxyxylulose-5-phosphate synthase Glyma.08G277100 | 2.51
homogentisate phytyltransferase 1 Glyma.17G061900 | 2.52
Glutathione S-transferase family protein Glyma.02G024800 | 2.53
HXXXD-type acyl-transferase family protein Glyma.18G268300 | 2.64
CYS, MET, PRO, and GLY protein 1 Glyma.09G172100 | 2.65
polyol/monosaccharide transporter 5 Glyma.12G044700 | 2.72
Deoxyxylulose-5-phosphate synthase Glyma.08G277000 | 2.74
MAC/Perforin domain-containing protein Glyma.08G047300 | 2.76
ornithine-delta-aminotransferase Glyma.05G141900 | 2.76
Plant invertase/pectin methylesterase inhibitor superfamily Glyma.19G212300 | 2.78
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glutathione S-transferase PHI 9 Glyma.18G111200 | 2.88
trehalose phosphatase/synthase 11 Glyma.13G092500 | 2.92
glutamine synthetase 1.3 AT3G17820.1 2.95
HXXXD-type acyl-transferase family protein Glyma.18G268500 | 2.96
cytochrome P450, family 83, subfamily B, polypeptide 1 Glyma.03G030600 | 2.98
RING/U-box superfamily protein Glyma.12G208600 | 2.99
aldehyde dehydrogenase 2B4 AT3G48000.1 3.01
Phosphoglucomutase/phosphomannomutase family protein AT1G70730.3 3.04
Ras-related small GTP-binding family protein Glyma.12G099700 | 3.11
Methylenetetrahydrofolate reductase family protein Glyma.18G278900 | 3.13
ornithine-delta-aminotransferase Glyma.08G097800 | 3.15
GDSL-motif lipase 5 Glyma.15G264200 | 3.25
Class I glutamine amidotransferase-like superfamily protein Glyma.02G088800 | 3.40
homolog of carrot EP3-3 chitinase Glyma.13G346700 | 3.84
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Anexo 11: Factores de proteccion

glycoprotein family

Descripcion del gen ID logFC
HVA22 homologue C Glyma.02G105800 -2.99
Glycine-rich protein family Glyma.08G023500 -2.22
late embryogenesis abundant domain-containing protein / LEA | Glyma.13G291800 2.16
domain-containing protein

Late embryogenesis abundant protein Glyma.09G254300 2.21
Late embryogenesis abundant protein (LEA) family protein Glyma.08G239400 2.48
Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-rich | Glyma.19G198600 2.64
glycoprotein family

Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-rich | Glyma.14G208000 2.70
glycoprotein family

Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-rich | Glyma.07G103900 3.29
glycoprotein family

Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-rich | Glyma.08G019000 3.92
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Anexo 12: Proteasas

Descripcion del gen 1D logFC
subtilase 1.3 Glyma.16G201700 | -3.93
Eukaryotic aspartyl protease family protein Glyma.01G084600 | -3.69
Eukaryotic aspartyl protease family protein Glyma.04G136000 | -3.48
Eukaryotic aspartyl protease family protein Glyma.02G098000 | -3.45
Eukaryotic aspartyl protease family protein Glyma.13G196200 | -3.42
Eukaryotic aspartyl protease family protein Glyma.15G234300 | -3.41
serine carboxypeptidase-like 17 Glyma.13G075200 | -3.40
alpha/beta-Hydrolases superfamily protein Glyma.17G073200 | -3.37
Eukaryotic aspartyl protease family protein Glyma.03G200900 | -3.37
Eukaryotic aspartyl protease family protein Glyma.08G162100 | -3.35
serine carboxypeptidase-like 17 Glyma.20G043400 | -3.15
PPPDE putative thiol peptidase family protein Glyma.20G007800 | -3.08
Subtilisin-like serine endopeptidase family protein Glyma.07G050200 | -3.06
Eukaryotic aspartyl protease family protein Glyma.20G100900 | -3.03
Trypsin family protein with PDZ domain Glyma.13G063400 | -2.96
subtilase family protein Glyma.13G222800 | -2.92
signal peptide peptidase Glyma.17G082700 | -2.88
Eukaryotic aspartyl protease family protein Glyma.07G021200 | -2.82
Subtilase family protein Glyma.05G151000 | -2.79
Subtilisin-like serine endopeptidase family protein Glyma.14G048000 | -2.66
serine carboxypeptidase-like 20 Glyma.18G242900 | -2.62
Subtilisin-like serine endopeptidase family protein Glyma.14G048200 | -2.61
Subtilase family protein Glyma.09G243700 | -2.50
ATP-dependent caseinolytic (Clp) protease/crotonase family protein | Glyma.03G235800 | -2.45
Double Clp-N motif-containing P-loop nucleoside triphosphate | Glyma.11G230700 | -2.42
hydrolases superfamily protein

Eukaryotic aspartyl protease family protein Glyma.09G017900 | -2.36
Granulin repeat cysteine protease family protein Glyma.05G096800 | -2.21
PPPDE putative thiol peptidase family protein Glyma.17G249300 | -2.19
FtsH extracellular protease family AT4G23940.1 -2.17
subtilase family protein Glyma.02G093400 | -2.08
Eukaryotic aspartyl protease family protein Glyma.10G171300 | -2.05
Subtilase family protein Glyma.15G190800 | -2.05
Kunitz family trypsin and protease inhibitor protein Glyma.16G211700 | 2.07
Cytosol aminopeptidase family protein Glyma.02G204000 | 2.14
serine carboxypeptidase-like 40 Glyma.14G080500 | 2.22
proteasome alpha subunit D2 Glyma.02G046400 | 2.23
aspartic proteinase Al Glyma.19G225500 | 2.25
Matrixin family protein Glyma.01G037200 | 2.33
Eukaryotic aspartyl protease family protein Glyma.09G185900 | 2.38
xylem cysteine peptidase 2 Glyma.04G014800 | 2.38
RHOMBOID-like protein 15 Glyma.19G204000 | 2.40
Insulinase (Peptidase family M16) protein Glyma.05G223700 | 2.57
probable  mitochondrial-processing  peptidase  subunit beta, | XP_020104768.1 2.58
mitochondrial [Ananas comosus]OAY82345.1 putative

mitochondrial-processing peptidase subunit beta [ Ananas comosus]

[AA-leucine resistant (ILR)-like gene 6 Glyma.06G115100 | 2.61
ubiquitin-specific protease 23 Glyma.02G203500 | 2.61
Kunitz family trypsin and protease inhibitor protein Glyma.16G212500 | 2.64
probable signal peptidase complex subunit 2 [Tetranychus urticae]. XP 015782185.1 2.67
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Matrixin family protein Glyma.11G033400 | 2.70
proteasome alpha subunit Al AT5G35590.1 2.71
20S proteasome beta subunit PBB2 Glyma.02G299000 | 2.90
20S proteasome alpha subunit G1 AT2G27020.1 291
20S proteasome alpha subunit C1 AT3G22110.1 2.92
serine carboxypeptidase-like 31 Glyma.13G183700 | 2.95
20S proteasome beta subunit E1 AT1G13060.1 2.97
Cysteine proteinases superfamily protein Glyma.17G049000 | 3.09
RHOMBOID-like 1 Glyma.03G079800 | 3.18
Ubiquitin supergroup;Ribosomal protein L40e Glyma.06G133600 | 3.24
heat shock cognate protein 70-1 Glyma.18G289100 | 3.30
predicted protein [Hordeum vulgare subsp. vulgare] BAKO02675.1 3.38
Clp ATPase Glyma.06G162200 | 3.51
gamma vacuolar processing enzyme Glyma.06G050700 | 3.61
PHYTOCYSTATIN 2 Glyma.18G003700 | 3.80
gamma-glutamyl transpeptidase 4 Glyma.07G126200 | 3.87
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Anexo 13: Complejos ligasa de ubiquitina

Descripcion del gen ID logFC
Sulfite exporter TauE/SafE family protein Glyma.13G251400 -3.54
Transducin/WD40 repeat-like superfamily protein Glyma.01G054100 -3.25
BRCA1-associated RING domain protein 1 Glyma.15G092000 -2.66
Transducin/WD40 repeat-like superfamily protein Glyma.11G130800 -2.22
Galactose oxidase/kelch repeat superfamily protein Glyma.07G034400 2.30
auxin signaling F-box 3 Glyma.02G065300 2.37
damaged DNA binding protein 1A AT4G05420 2.55
F-box/RNI-like superfamily protein Glyma.06G 120600 2.81
Transducin/WD40 repeat-like superfamily protein Glyma.09G017700 3.10
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Anexo 14: Hidrolasas acido-anhidrido

Descripcion del gen 1D logFC
Alkaline-phosphatase-like family protein Glyma.07G129700 -3.43
DUTP-PYROPHOSPHATASE-LIKE 1 Glyma.14G207800 -3.38
pyrophosphorylase 1 Glyma.07G048300 3.18
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Anexo 15: Transduccion de sefial

Descripcion del gen ID logFC
Leucine-rich repeat protein kinase family protein Glyma.01G213600 | -3.99
Cystathionine beta-synthase (CBS) protein Glyma.02G020200 | -3.97
Seven transmembrane MLO family protein Glyma.01G165200 | -3.95
Leucine-rich receptor-like protein kinase family protein Glyma.14G098600 | -3.94
probable  serine/threonine-protein  kinase = PBL26  [Lupinus | XP 019439893.1 -3.86
angustifolius]OIW13787.1 hypothetical protein TanjilG 31676

[Lupinus angustifolius]

PAS domain-containing protein tyrosine kinase family protein Glyma.09G035400 | -3.82
minichromosome maintenance 8 Glyma.19G178600 | -3.81
1Q-domain 6 Glyma.13G348400 | -3.79
Seven transmembrane MLO family protein Glyma.12G223100 | -3.78
P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily | Glyma.13G232500 | -3.75
protein

Leucine-rich repeat protein kinase family protein Glyma.15G215600 | -3.71
high cyclic electron flow 1 Glyma.18G193600 | -3.68
origin recognition complex 1 Glyma.13G340100 | -3.67
NPK1-related protein kinase 1 Glyma.19G235200 | -3.65
proline-rich  receptor-like protein kinase PERKS8 [Lupinus | XP_019456419.1 -3.55
angustifolius]OIW05458.1 hypothetical protein TanjilG_ 12049

[Lupinus angustifolius]

probable membrane-associated kinase regulator 6 isoform X2 | XP_019432814.1 -3.49
[Lupinus angustifolius]

Leucine-rich receptor-like protein kinase family protein Glyma.09G024900 | -3.49
Cyclin B2;3 Glyma.01G159700 | -3.45
Alkaline-phosphatase-like family protein Glyma.07G129700 | -3.43
RAC-like GTP binding protein 5 Glyma.12G208000 | -3.42
mitotic-like cyclin 3B from Arabidopsis Glyma.04G071600 | -3.42
Protein kinase family protein with ARM repeat domain Glyma.15G098800 | -3.41
DUTP-PYROPHOSPHATASE-LIKE 1 Glyma.14G207800 | -3.38
Minichromosome maintenance (MCM2/3/5) family protein Glyma.03G219200 | -3.38
phosphoinositide 4-kinase gamma 4 Glyma.01G226200 | -3.37
HAD superfamily, subfamily IIIB acid phosphatase Glyma.U041700 -3.36
thylakoid-associated phosphatase 38 Glyma.06G130900 | -3.35
Phosphofructokinase family protein Glyma.07G263800 | -3.28
1Q-domain 24 Glyma.16G196900 | -3.26
Minichromosome maintenance (MCM?2/3/5) family protein Glyma.08G084400 | -3.24
probable protein phosphatase 2C 62 isoform X4 [Lupinus | XP 019440369.1 -3.17
angustifolius]

CYCLIN D3;1 Glyma.10G263500 | -3.17
HAD superfamily, subfamily IIIB acid phosphatase Glyma.03G001600 | -3.15
P-glycoprotein 13 Glyma.14G220200 | -3.12
cyclin-dependent kinase B1;2 Glyma.07G021100 | -3.11
CYCLIN D3;1 Glyma.04G042000 | -3.11
Protein kinase superfamily protein Glyma.01G227800 | -3.07
Cyclin A3;1 Glyma.04G043700 | -3.06
apyrase 2 Glyma.16G043300 | -3.02
phosphoribosyl pyrophosphate (PRPP) synthase 3 Glyma.01G026800 | -3.00
Leucine-rich repeat protein kinase family protein Glyma.17G096500 | -2.99
P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily | Glyma.14G148700 | -2.98
protein

MAP kinase kinase 6 Glyma.10G107500 | -2.95
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Leucine-rich repeat protein kinase family protein AT2G45340.1 -2.95
ABC-2 type transporter family protein Glyma.20G163500 | -2.92
purple acid phosphatase 27 Glyma.09G225000 | -2.88
Inositol monophosphatase family protein Glyma.16G168000 | -2.87
calcium-dependent protein kinase 17 Glyma.02G278900 | -2.85
Haloacid dehalogenase-like hydrolase (HAD) superfamily protein Glyma.07G181900 | -2.85
FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase family protein Glyma.03G122100 | -2.85
Cyclin A3;1 Glyma.04G043600 | -2.85
Protein kinase superfamily protein Glyma.13G289900 | -2.83
Leucine-rich receptor-like protein kinase family protein Glyma.01G168100 | -2.81
Leucine-rich receptor-like protein kinase family protein Glyma.06G026600 | -2.79
1Q-domain 26 Glyma.01G007000 | -2.79
phytochrome B Glyma.15G140000 | -2.77
Leucine-rich receptor-like protein kinase family protein Glyma.08G333200 | -2.76
Protein kinase superfamily protein Glyma.11G009700 | -2.76
mitogen-activated protein kinase phosphatase 1 Glyma.02G095100 | -2.74
Rhodanese/Cell cycle control phosphatase superfamily protein Glyma.14G118100 | -2.74
non-intrinsic ABC protein 7 Glyma.05G221600 | -2.74
RAS associated with diabetes protein 51 Glyma.13G115000 | -2.74
Protein kinase superfamily protein Glyma.18G058800 | -2.73
recA DNA recombination family protein Glyma.09G064300 | -2.70
1Q-domain 24 Glyma.09G143900 | -2.70
Protein phosphatase 2C family protein Glyma.19G176600 | -2.68
P-glycoprotein 2 Glyma.01G016500 | -2.68
L-fucokinase/GDP-L-fucose pyrophosphorylase Glyma.03G259000 | -2.68
cyclic nucleotide gated channel 8 Glyma.07G022500 | -2.65
Leucine-rich repeat protein kinase family protein Glyma.11G199700 | -2.65
Protein kinase superfamily protein Glyma.04G205000 | -2.65
Leucine-rich repeat protein kinase family protein Glyma.17G119800 | -2.65
Leucine-rich receptor-like protein kinase family protein Glyma.02G097400 | -2.64
Double Clp-N motif protein Glyma.01G212900 | -2.64
Leucine-rich receptor-like protein kinase family protein Glyma.17G226100 | -2.64
Calmodulin-binding transcription activator protein with CG-1 and | Glyma.17G038800 | -2.63
Ankyrin domains

HAD superfamily, subfamily II1IB acid phosphatase Glyma.16G220900 | -2.62
high cyclic electron flow 1 Glyma.07G142700 | -2.61
cyclin d5;1 Glyma.06G046200 | -2.61
putative protein kinase 1 Glyma.06G109800 | -2.60
Protein kinase superfamily protein Glyma.03G109300 | -2.55
Protein kinase superfamily protein Glyma.12G073700 | -2.54
cyclic nucleotide-gated channel 14 Glyma.06G077600 | -2.53
Mevalonate/galactokinase family protein Glyma.17G035800 | -2.52
Leucine-rich repeat protein kinase family protein Glyma.01G125200 | -2.52
Dihydropterin pyrophosphokinase / Dihydropteroate synthase Glyma.01G062200 | -2.51
phosphoglycerate kinase 1 Glyma.13G045400 | -2.49
Cyclin A2;4 Glyma.07G034100 | -2.49
1Q-domain 21 Glyma.14G159300 | -2.49
ATP binding;protein kinases;protein serine/threonine kinases Glyma.12G116400 | -2.48
Seven transmembrane MLO family protein Glyma.13G278400 | -2.48
Protein kinase superfamily protein Glyma.15G218200 | -2.47
NPK1-related protein kinase 1 Glyma.16G001200 | -2.47
1Q-domain 21 Glyma.04G235400 | -2.45
autoinhibited Ca(2+)-ATPase 9 Glyma.13G372400 | -2.44
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P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily | Glyma.06G112600 | -2.44
protein

Duplicated homeodomain-like superfamily protein Glyma.10G161200 | -2.43
Leucine-rich repeat protein kinase family protein Glyma.13G150000 | -2.42
1Q-domain 10 Glyma.13G271800 | -2.41
HISTIDINE TRIAD NUCLEOTIDE-BINDING 2 Glyma.15G161000 | -2.39
Protein kinase superfamily protein Glyma.17G127200 | -2.39
thiamin pyrophosphokinase 2 Glyma.03G213500 | -2.39
Protein kinase superfamily protein Glyma.10G156200 | -2.34
APS kinase AT2G14750.1 -2.34
Leucine-rich repeat transmembrane protein kinase family protein Glyma.19G168600 | -2.34
Transducin/WD40 repeat-like superfamily protein Glyma.04G214900 | -2.28
Leucine-rich receptor-like protein kinase family protein Glyma.10G220700 | -2.28
pleiotropic drug resistance 4 Glyma.17G120100 | -2.27
Rhodanese/Cell cycle control phosphatase superfamily protein Glyma.06G132600 | -2.26
Protein kinase superfamily protein Glyma.03G017600 | -2.25
Protein kinase protein with adenine nucleotide alpha hydrolases-like | Glyma.12G032900 | -2.24
domain

ALBINA 1 Glyma.11G016000 | -2.23
dual specificity protein phosphatase (DsPTP1) family protein Glyma.04G220900 | -2.23
Leucine-rich repeat transmembrane protein kinase family protein Glyma.10G040500 | -2.22
hexokinase 3 Glyma.17G257800 | -2.22
receptor serine/threonine kinase, putative Glyma.14G118800 | -2.22
probable membrane-associated kinase regulator 6 [Lupinus | XP_019465106.1 -2.21
angustifolius]

calmodulin 5 AT2G27030.3 -2.18
Protein kinase superfamily protein Glyma.12G133500 | -2.18
1Q-domain 31 Glyma.05G028600 | -2.17
Transducin/WDA40 repeat-like superfamily protein Glyma.05G189800 | -2.17
Protein kinase superfamily protein Glyma.17G215900 | -2.16
CVP2 like 1 Glyma.01G235300 | -2.16
histone deacetylase 14 Glyma.05G192600 | -2.13
calcium-dependent protein kinase 17 Glyma.20G041500 | -2.12
like SEX4 1 Glyma.16G073500 | -2.12
photosystem I reaction center subunit PSI-N, chloroplast, putative / | Glyma.04G215800 | -2.11
PSI-N, putative (PSAN)

Protein kinase superfamily protein Glyma.03G002200 | -2.10
cyclin p4;1 Glyma.18G247800 | -2.09
Rhodanese/Cell cycle control phosphatase superfamily protein Glyma.18G246700 | -2.09
hercules receptor kinase 2 Glyma.09G024700 | -2.09
Protein kinase superfamily protein Glyma.08G256200 | -2.08
Leucine-rich repeat protein kinase family protein Glyma.19G140100 | -2.08
Phosphofructokinase family protein Glyma.09G007900 | -2.08
SAUR-like auxin-responsive protein family Glyma.06G025300 | -2.08
CBS domain-containing protein Glyma.13G240900 | -2.07
Leucine-rich repeat receptor-like protein kinase family protein Glyma.19G143300 | -2.07
Duplicated homeodomain-like superfamily protein Glyma.20G224000 | -2.06
P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily | Glyma.15G080200 | -2.06
protein

purple acid phosphatase 16 Glyma.02G192200 | -2.06
STRUBBELIG-receptor family 8 Glyma.15G111600 | -2.05
multidrug resistance-associated protein 1 Glyma.06G312300 | -2.05
Protein kinase superfamily protein Glyma.16G047100 | -2.05
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[1Q-domain 11 Glyma.09G225300 | -2.05
phosphoribulokinase Glyma.01G010200 | -2.05
leucine-rich repeat transmembrane protein kinase family protein Glyma.10G271900 | -2.04
Transducin/WD40 repeat-like superfamily protein Glyma.13G279400 | -2.04
homolog of yeast CDT1 B homolog of yeast CDT1 B Glyma.09G162100 | -2.03
non-intrinsic ABC protein 8 Glyma.09G147400 | -2.03
adenosine kinase 2 Glyma.03G181900 | -2.03
1Q-domain 6 Glyma.04G052200 | -2.02
U-box domain-containing protein kinase family protein Glyma.11G139700 | -2.02
Seven transmembrane MLO family protein Glyma.01G157500 | -2.02
thylakoid lumen 18.3 kDa protein Glyma.20G231600 | -2.01
PREDICTED: probable serine/threonine-protein kinase Atlg54610 | XP_019451208.1 -2.00
isoform X2 [Lupinus angustifolius]

purple acid phosphatase 27 Glyma.05G047900 | -2.00
Rhodanese/Cell cycle control phosphatase superfamily protein Glyma.01G121700 | -2.00
S-locus lectin protein kinase family protein Glyma.08G352100 | 2.00
mitogen-activated protein kinase kinase kinase 5 Glyma.05G080900 | 2.02
S-locus lectin protein kinase family protein Glyma.06G258200 | 2.03
Leucine-rich repeat protein kinase family protein Glyma.17G250800 | 2.04
P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily | Glyma.08G019400 | 2.04
protein

calcium-dependent protein kinase 28 Glyma.11G077300 | 2.05
probably inactive leucine-rich repeat receptor-like protein kinase | XP 019418318.1 2.05
At2g25790 [Lupinus angustifolius]

Protein kinase superfamily protein Glyma.17G211700 | 2.07
cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 29 Glyma.10G253600 | 2.08
Protein kinase superfamily protein Glyma.07G197200 | 2.10
S-locus lectin protein kinase family protein Glyma.03G079500 | 2.12
Protein phosphatase 2C family protein Glyma.02G228200 | 2.12
MDIS1-interacting receptor like kinase 2-like isoform X1 [Lupinus | XP_019444432.1 2.12
angustifolius]

Protein kinase superfamily protein Glyma.06G177700 | 2.13
phosphoglycerate  kinase, cytosolic [Daucus carota subsp. | XP_017242618.1 2.14
sativus]KZN00898.1 hypothetical protein DCAR 009652 [Daucus

carota subsp. sativus]

leucine-rich repeat transmembrane protein kinase family protein Glyma.16G156200 | 2.18
Leucine-rich repeat receptor-like protein kinase family protein Glyma.20G078100 | 2.19
pfkB-like carbohydrate kinase family protein Glyma.09G266300 | 2.21
ATPase E1-E2 type family protein / haloacid dehalogenase-like | Glyma.19G038600 | 2.22
hydrolase family protein

Kinase-related protein of unknown function (DUF1296) Glyma.08G122700 | 2.24
phosphoglucan, water dikinase AT4G24450.1 2.24
Protein kinase superfamily protein Glyma.04G065900 | 2.26
histidine kinase 1 Glyma.11G078300 | 2.27
cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 25 Glyma.20G139400 | 2.27
P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily | Glyma.01G171300 | 2.28
protein

S-locus lectin protein kinase family protein Glyma.14G054500 | 2.29
BTB and TAZ domain protein 2 Glyma.17G126400 | 2.29
Kinase interacting (KIP1-like) family protein Glyma.02G236600 | 2.30
pleiotropic drug resistance 12 Glyma.03G168000 | 2.31
Protein kinase superfamily protein Glyma.03G191000 | 2.32
protein kinase 2A Glyma.14G040000 | 2.32
protein phosphatase 2A-2 Glyma.08G293400 | 2.33
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cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 29 Glyma.10G253800 | 2.34
MDIS1-interacting receptor like kinase 2-like [Lupinus angustifolius] | XP_019462370.1 2.35
Protein phosphatase 2C family protein Glyma.05G227100 | 2.35
Leucine-rich repeat protein kinase family protein Glyma.14G124400 | 2.35
LOW QUALITY PROTEIN: wall-associated receptor kinase-like 8 | XP_019418697.1 2.36
[Lupinus angustifolius]

ATPases;nucleotide binding;ATP binding;nucleoside- | Glyma.16G004800 | 2.37
triphosphatases;transcription factor binding

MDIS1-interacting receptor like kinase 2-like [Lupinus angustifolius] | XP_019460262.1 2.37
Protein kinase superfamily protein Glyma.02G247600 | 2.38
1Q-domain 2 Glyma.20G177900 | 2.38
mitogen-activated protein kinase kinase kinase 21 Glyma.17G173000 | 2.40
Protein kinase superfamily protein Glyma.13G032100 | 2.41
no pollen germination related 2 Glyma.10G183700 | 2.42
Leucine-rich repeat protein kinase family protein Glyma.17G047900 | 2.42
probable bifunctional methylthioribulose-1-phosphate | XP_020418576.1 2.42
dehydratase/enolase-phosphatase E1 1 isoform X3 [Prunus persica]

receptor serine/threonine kinase, putative Glyma.10G271700 | 2.43
bZIP transcription factor family protein Glyma.18G020900 | 2.43
endoplasmic reticulum-type calcium-transporting ATPase 3 AT1G10130.1 2.45
Leucine-rich repeat protein kinase family protein Glyma.05G170600 | 2.48
MAP kinase 4 Glyma.05G211000 | 2.49
Protein kinase family protein with leucine-rich repeat domain Glyma.01G007500 | 2.53
Protein kinase superfamily protein Glyma.05G066700 | 2.55
type one serine/threonine protein phosphatase 4 Glyma.19G248700 | 2.55
pleiotropic drug resistance 9 Glyma.07G233900 | 2.55
receptor-like kinase in in flowers 3 Glyma.10G023400 | 2.58
Protein phosphatase 2C family protein Glyma.08G033800 | 2.59
DNAse I-like superfamily protein Glyma.19G173900 | 2.60
FRAGILE HISTIDINE TRIAD Glyma.18G049000 | 2.61
myristoylated alanine-rich  C-kinase substrate-like [Lupinus | XP_019415031.1 2.66
angustifolius]XP_019415032.1 PREDICTED: myristoylated alanine-

rich C-kinase substrate-like [Lupinus angustifolius]

Leucine-rich receptor-like protein kinase family protein Glyma.13G253300 | 2.66
mitogen-activated protein kinase phosphatase 1 Glyma.11G243900 | 2.67
GTP binding Elongation factor Tu family protein AT5G60390.3 2.67
Protein kinase superfamily protein Glyma.07G039700 | 2.69
casein kinase II beta chain 1 AT5G47080.4 2.70
S-locus lectin protein kinase family protein Glyma.12G198600 | 2.70
GHMP kinase family protein Glyma.10G279800 | 2.73
casein kinase 1-like protein 2 Glyma.08G190300 | 2.75
shaggy-related kinase 11 Glyma.02G009200 | 2.80
predicted protein [Hordeum vulgare subsp. vulgare] BAKO02183.1 2.81
mitogen-activated protein kinase kinase 3 Glyma.19G006300 | 2.83
AGC (cAMP-dependent, cGMP-dependent and protein kinase C) | Glyma.16G084700 | 2.83
kinase family protein

S-locus lectin protein kinase family protein Glyma.12G198200 | 2.84
Leucine-rich repeat protein kinase family protein Glyma.06G197600 | 2.86
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase GSO2 isoform X2 | XP_019428774.1 2.89
[Lupinus angustifolius]

trehalose phosphatase/synthase 11 Glyma.13G092500 | 2.92
ATPase, AAA-type, CDC48 protein Glyma.04G186000 | 2.92
receptor kinase 3 Glyma.15G065100 | 2.93
Leucine-rich repeat protein kinase family protein Glyma.05G024000 | 2.97
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Protein kinase superfamily protein Glyma.08G044300 | 2.99
Protein kinase family protein with leucine-rich repeat domain Glyma.15G237200 | 2.99
cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 25 Glyma.10G109200 | 3.06
Leucine-rich repeat receptor-like protein kinase family protein Glyma.03G166300 | 3.08
Transducin/WD40 repeat-like superfamily protein Glyma.09G017700 | 3.10
regulatory particle triple-A ATPase 3 Glyma.11G199900 | 3.10
Coatomer, beta\' subunit Glyma.15G013900 | 3.11
HOPW! -1-interacting 2 Glyma.06G059700 | 3.13
cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 26 Glyma.10G253900 | 3.17
pyrophosphorylase 1 Glyma.07G048300 | 3.18
diacylglycerol kinase 4 Glyma.13G093100 | 3.19
cyclic nucleotide-gated channel 13 Glyma.07G056400 | 3.20
regulatory particle triple-A ATPase SA AT3G05530.1 3.26
S-locus lectin protein kinase family protein Glyma.09G099200 | 3.30
protein phosphatase 2A subunit A2 AT3G25800.1 3.32
lipid transfer protein 1 Glyma.03G040400 | 3.35
Seven transmembrane MLO family protein Glyma.U019600 3.39
mitogen-activated protein kinase kinase kinase 14 Glyma.14G195300 | 3.44
S-locus lectin protein kinase family protein Glyma.13G248800 | 3.44
kinases;protein kinases Glyma.20G138200 | 3.46
Protein kinase family protein Glyma.18G294800 | 3.48
Calcium-binding EF-hand family protein Glyma.14G156300 | 3.49
Clp ATPase Glyma.06G162200 | 3.51
receptor kinase 3 Glyma.12G142200 | 3.55
LEAF RUST 10 DISEASE-RESISTANCE LOCUS RECEPTOR- | XP 019419010.1 3.59
LIKE PROTEIN KINASE-like 2.4 [Lupinus angustifolius]

pleiotropic drug resistance 11 Glyma.10G203000 | 3.60
S-locus lectin protein kinase family protein Glyma.15G206400 | 3.65
MDIS!1-interacting receptor like kinase 2-like [Lupinus angustifolius] | XP_019413539.1 3.67
diacylglycerol kinase 5 Glyma.12G106500 | 3.74
calcineurin B-like protein 1 Glyma.11G038900 | 3.76
signal recognition particle receptor alpha subunit family protein Glyma.06G220500 | 3.82
protein phosphatase 2A-4 Glyma.02G169200 | 3.91
homology to ABI1 Glyma.13G106800 | 3.93
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Anexo 16: Factores de transcripcion

Descripcion del gen 1D logFC
transcription  factor SCREAM2-like isoform X1 [Lupinus | XP_019459537.1 -3.70
angustifolius]

NAC (No Apical Meristem) domain transcriptional regulator | Glyma.08G161300 | -3.60
superfamily protein

myb domain protein 105 Glyma.07G228700 | -3.49
basic helix-loop-helix (t(HLH) DNA-binding superfamily protein Glyma.07G049100 | -3.28
NAC domain containing protein 83 Glyma.05G202300 | -3.21
Integrase-type DNA-binding superfamily protein Glyma.13G166700 | -2.99
GRAS family transcription factor Glyma.12G197300 | -2.95
Plant-specific transcription factor YABBY family protein Glyma.01G029300 | -2.90
Integrase-type DNA-binding superfamily protein Glyma.08G227700 | -2.90
basic leucine-zipper 44 Glyma.05G157000 | -2.86
transcription factor ICEl1-like [Lupinus | XP_019437205.1 -2.80
angustifolius]XP_019437206.1 PREDICTED: transcription factor

ICE1-like [Lupinus angustifolius]OIW15378.1 hypothetical protein

TanjilG 20290 [Lupinus angustifolius]

Integrase-type DNA-binding superfamily protein AT1G01250.1 -2.74
Plant-specific transcription factor YABBY family protein Glyma.03G029800 | -2.74
basic helix-loop-helix (t(HLH) DNA-binding superfamily protein Glyma.08G271000 | -2.73
NAC domain containing protein 85 Glyma.16G069300 | -2.68
Integrase-type DNA-binding superfamily protein Glyma.U037700 -2.65
Helicase protein with RING/U-box domain Glyma.20G087900 | -2.62
basic helix-loop-helix (bHLH) DNA-binding superfamily protein Glyma.07G013600 | -2.60
nuclear factor Y, subunit C13 Glyma.18G007100 | -2.58
Transcription factor jumonji (jmj) family protein / zinc finger (CSHC2 | AT1G30810.2 -2.51
type) family protein

Duplicated homeodomain-like superfamily protein Glyma.10G161200 | -2.43
Plant-specific transcription factor YABBY family protein Glyma.01G137200 | -2.42
basic helix-loop-helix (bHLH) DNA-binding superfamily protein Glyma.15G058300 | -2.40
Basic-leucine zipper (bZIP) transcription factor family protein Glyma.12G208400 | -2.36
myb domain protein 83 Glyma.12G237500 | -2.34
myb domain protein 111 Glyma.07G242600 | -2.21
C2H2-like zinc finger protein AT5G52010.1 -2.20
WRKY DNA-binding protein 40 Glyma.08G218600 | -2.17
GRAS family transcription factor Glyma.09G270000 | -2.16
high mobility group B2 Glyma.16G116300 | -2.16
Integrase-type DNA-binding superfamily protein Glyma.06G068800 | -2.13
PHD finger transcription factor, putative Glyma.02G227900 | -2.12
Plant-specific transcription factor YABBY family protein Glyma.17G138200 | -2.12
CONSTANS-like 2 Glyma.18G278100 | -2.12
zinc ion binding;DNA binding Glyma.11G208500 | -2.11
ssDNA-binding transcriptional regulator Glyma.08G297200 | -2.11
GATA transcription factor 9 Glyma.07G016800 | -2.10
GATA type zinc finger transcription factor family protein Glyma.13G103900 | -2.09
Integrase-type DNA-binding superfamily protein Glyma.07G017300 | -2.08
GRAS family transcription factor Glyma.01G194200 | -2.08
basic helix-loop-helix (t(HLH) DNA-binding superfamily protein Glyma.19G236900 | -2.07
Basic-leucine zipper (bZIP) transcription factor family protein Glyma.11G186700 | -2.07
Duplicated homeodomain-like superfamily protein Glyma.20G224000 | -2.06
Basic-leucine zipper (bZIP) transcription factor family protein Glyma.13G272500 | -2.04
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myb-like HTH transcriptional regulator family protein Glyma.09G017400 | 2.01
Basic-leucine zipper (bZIP) transcription factor family protein Glyma.14G217200 | 2.04
WRKY DNA-binding protein 69 Glyma.13G289400 | 2.06
C2H2 and C2HC zinc fingers superfamily protein Glyma.12G179000 | 2.07
SCARECROW-like 1 Glyma.06G121300 | 2.07
GRAS family transcription factor Glyma.14G006900 | 2.07
Integrase-type DNA-binding superfamily protein Glyma.16G047600 | 2.08
WRKY DNA-binding protein 40 Glyma.13G370100 | 2.12
PLATZ transcription factor family protein Glyma.09G205300 | 2.14
basic helix-loop-helix (t(HLH) DNA-binding superfamily protein Glyma.04G199900 | 2.15
Integrase-type DNA-binding superfamily protein Glyma.20G070000 | 2.16
ethylene-responsive transcription factor RAP2-3-like [Lupinus | XP_019456358.1 2.16
angustifolius]OIW18377.1 hypothetical protein TanjilG_ 31517

[Lupinus angustifolius]

WRKY DNA-binding protein 33 Glyma.02G232600 | 2.23
NAC domain containing protein 100 Glyma.13G062000 | 2.26
C2H2-type zinc finger family protein Glyma.13G133100 | 2.26
MYB-like 102 Glyma.15G066800 | 2.26
PLATZ transcription factor family protein Glyma.11G008900 | 2.26
PLATZ transcription factor family protein Glyma.01G017700 | 2.27
zinc finger (C2H2 type) family protein Glyma.15G063600 | 2.27
Homeodomain-like superfamily protein Glyma.03G056900 | 2.27
myb domain protein 15 Glyma.10G165800 | 2.28
basic helix-loop-helix (t(HLH) DNA-binding superfamily protein Glyma.14G084200 | 2.30
ethylene-responsive  transcription  factor  2-like  [Lupinus | XP_019444461.1 2.31
angustifolius]OIW11267.1 hypothetical protein TanjilG_28358

[Lupinus angustifolius]

heat shock factor 4 Glyma.17G174900 | 2.33
heat shock transcription factor B2A Glyma.09G143200 | 2.36
WRKY family transcription factor Glyma.05G215900 | 2.38
bZIP transcription factor family protein Glyma.18G020900 | 2.43
basic helix-loop-helix (t(HLH) DNA-binding superfamily protein Glyma.08G014900 | 2.47
NAC (No Apical Meristem) domain transcriptional regulator | Glyma.05G195000 | 2.48
superfamily protein

Integrase-type DNA-binding superfamily protein AT1G22190.1 2.51
WRKY DNA-binding protein 30 Glyma.04G238300 | 2.52
NAC domain containing protein 1 Glyma.15G254000 | 2.56
basic helix-loop-helix (b(HLH) DNA-binding superfamily protein Glyma.05G208300 | 2.56
WRKY DNA-binding protein 40 Glyma.17G222500 | 2.56
WRKY family transcription factor Glyma.15G110300 | 2.58
basic helix-loop-helix (bHLH) DNA-binding superfamily protein Glyma.10G034300 | 2.59
NAC domain containing protein 83 Glyma.18G301500 | 2.60
heat shock transcription factor A6B Glyma.19G159500 | 2.62
nuclear factor Y, subunit A3 Glyma.13G107900 | 2.62
Transcription factor DP Glyma.12G018000 | 2.62
homeobox 7 Glyma.04G231400 | 2.72
WRKY DNA-binding protein 75 Glyma.16G054400 | 2.77
TGACG motif-binding factor 6 Glyma.15G232000 | 2.78
WRKY family transcription factor Glyma.16G026400 | 2.82
basic helix-loop-helix (bHLH) DNA-binding superfamily protein Glyma.12G122800 | 2.85
WRKY DNA-binding protein 23 Glyma.07G238000 | 2.85
WRKY DNA-binding protein 23 Glyma.10G011300 | 2.85
WRKY DNA-binding protein 14 Glyma.09G029800 | 2.86
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sequence-specific DNA binding transcription factors Glyma.04G135400 | 2.87
transcription factor TCP9-like [Lupinus angustifolius] XP_019450426.1 291
myb domain protein 15 Glyma.20G209700 | 2.97
WRKY DNA-binding protein 72 Glyma.19G020600 | 3.06
myb-like transcription factor family protein Glyma.01G038600 | 3.11
WRKY DNA-binding protein 50 Glyma.04G054200 | 3.16
Homeobox-leucine zipper family protein / lipid-binding START | Glyma.07G016500 | 3.18
domain-containing protein

Integrase-type DNA-binding superfamily protein Glyma.14G056200 | 3.19
WRKY DNA-binding protein 51 Glyma.05G184500 | 3.20
NAC domain containing protein 2 Glyma.12G221400 | 3.23
Dof-type zinc finger DNA-binding family protein Glyma.15G082400 | 3.26
basic helix-loop-helix (t(HLH) DNA-binding superfamily protein Glyma.17G155900 | 3.27
WRKY DNA-binding protein 40 Glyma.14G103100 | 3.30
transcription factor bHLH18-like [Lupinus angustifolius] XP_019445969.1 3.31
NAC-like, activated by AP3/PI Glyma.01G051300 | 3.33
myb domain protein 111 Glyma.07G054000 | 3.33
WRKY DNA-binding protein 72 Glyma.17G097900 | 3.38
probable WRKY transcription factor 50 isoform X2 [Lupinus | XP 019436850.1 3.41
angustifolius]

WRKY DNA-binding protein 23 Glyma.02G010900 | 3.43
K-box region and MADS box transcription factor family protein Glyma.02G041500 | 3.44
xylem NAC domain 1 Glyma.05G192500 | 3.50
basic helix-loop-helix (t(HLH) DNA-binding superfamily protein Glyma.15G061400 | 3.55
WRKY DNA-binding protein 33 Glyma.14G200200 | 3.57
basic leucine-zipper 44 Glyma.14G071400 | 3.60
Basic-leucine zipper (bZIP) transcription factor family protein Glyma.19G194500 | 3.64
WRKY DNA-binding protein 72 Glyma.06G190800 | 3.65
C2H2-like zinc finger protein Glyma.01G056900 | 3.70
WRKY DNA-binding protein 23 Glyma.17G035400 | 3.70
myb domain protein 78 Glyma.09G032100 | 3.82
myb domain protein 36 Glyma.12G177700 | 3.85
WRKY DNA-binding protein 28 Glyma.14G028900 | 3.87
WUSCHEL related homeobox 13 Glyma.04G016700 | 3.89
AP2/B3-like transcriptional factor family protein Glyma.20G108400 | 3.91
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Anexo 17: Hormonas

Descripcion del gen ID logFC
PAS domain-containing protein tyrosine kinase family protein Glyma.09G035400 -3.82
Auxin efflux carrier family protein Glyma.07G217900 -3.75
Gibberellin-regulated family protein Glyma.03G131700 -3.60
Leucine-rich receptor-like protein kinase family protein Glyma.09G024900 -3.49
PYRI1-like 4 Glyma.01G124700 -3.45
respiratory burst oxidase protein F Glyma.05G021100 -3.39
Sec14p-like phosphatidylinositol transfer family protein Glyma.15G134400 -3.37
alpha/beta-Hydrolases superfamily protein Glyma.17G073200 -3.37
gibberellin 20 oxidase 2 Glyma.13G035600 -3.25
N-MYC downregulated-like 1 Glyma.10G161000 -3.23
Auxin efflux carrier family protein Glyma.20G014300 -3.16
RHO-related protein from plants 9 Glyma.07G084200 -3.05
nitrate transporter 1:2 Glyma.17G096800 -3.03
AMP-dependent synthetase and ligase family protein Glyma.19G075800 -3.01
AMP-dependent synthetase and ligase family protein Glyma.19G075800 -3.01
Gibberellin-regulated family protein Glyma.06G193800 -2.98
tetratricopetide-repeat thioredoxin-like 3 Glyma.13G291200 -2.88
tetratricopetide-repeat thioredoxin-like 3 Glyma.13G291200 -2.88
calcium-dependent protein kinase 17 Glyma.02G278900 -2.85
phytochrome B Glyma.15G140000 -2.77
phytochrome B Glyma.15G140000 -2.77
Plant protein of unknown function (DUF828) with plant pleckstrin | Glyma.04G083000 -2.74
homology-like region

Galactose oxidase/kelch repeat superfamily protein Glyma.07G032000 -2.72
purine permease 1 Glyma.06G099400 -2.72
cytochrome P450, family 707, subfamily A, polypeptide 2 AT2G29090.2 -2.60
Plant protein of unknown function (DUF828) with plant pleckstrin | Glyma.02G005100 -2.49
homology-like region

nitrate transporter 1:2 Glyma.05G029900 -2.47
syntaxin of plants 121 Glyma.10G082400 -2.47
syntaxin of plants 121 Glyma.10G082400 -2.47
phy rapidly regulated 2 Glyma.14G028000 -2.44
Terpenoid cyclases/Protein prenyltransferases superfamily protein Glyma.08G163900 -2.44
Auxin efflux carrier family protein Glyma.07G102500 -2.42
RING/U-box superfamily protein Glyma.13G273500 -2.27
jasmonic acid carboxyl methyltransferase Glyma.14G072300 -2.20
actin-related protein 5 Glyma.18G037700 -2.19
cellulose synthase A4 Glyma.09G051100 -2.17
cellulose synthase A4 Glyma.09G051100 -2.17
cellulose synthase A4 Glyma.09G051100 -2.17
CVP2 like 1 Glyma.01G235300 -2.16
CVP2 like 1 Glyma.01G235300 -2.16
sterol 1 Glyma.13G044800 -2.13
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calcium-dependent protein kinase 17 Glyma.20G041500 -2.12
cellulose synthase family protein Glyma.08G117500 -2.11
cellulose synthase family protein Glyma.08G117500 -2.11
cellulose synthase family protein Glyma.08G117500 -2.11
GATA type zinc finger transcription factor family protein Glyma.13G103900 -2.09
N-MYC downregulated-like 2 Glyma.06G051500 -2.04
indole-3-acetic acid inducible 14 Glyma.10G180100 -2.03
indole-3-acetic acid inducible 14 Glyma.19G161100 -2.02
phospholipase D delta Glyma.11G081500 -2.01
isochorismate synthase 2 Glyma.01G104100 -2.01
zinc induced facilitator-like 1 Glyma.13G186700 2.01
lipoxygenase 1 Glyma.07G034800 2.04
gibberellin 2-oxidase Glyma.13G218200 2.05
calcium-dependent protein kinase 28 Glyma.11G077300 2.05
WWE protein-protein interaction domain protein family Glyma.09G207200 2.07
Integrase-type DNA-binding superfamily protein Glyma.16G047600 2.08
jasmonate-zim-domain protein 6 Glyma.07G041400 2.09
erf domain protein 9 Glyma.12G117000 2.10
Protein phosphatase 2C family protein Glyma.02G228200 2.12
jasmonate-zim-domain protein 8 Glyma.15G093100 2.12
Integrase-type DNA-binding superfamily protein Glyma.20G070000 2.16
TIFY domain/Divergent CCT motif family protein Glyma.05G235500 2.17
Walls Are Thin 1 Glyma.11G072800 2.22
acyl-activating enzyme 18 Glyma.05G155800 2.24
Auxin efflux carrier family protein Glyma.01G157700 2.26
histidine kinase 1 Glyma.11G078300 2.27
RING/U-box superfamily protein Glyma.18G037200 2.27
lipoxygenase 3 Glyma.16G008700 2.28
BTB and TAZ domain protein 2 Glyma.17G126400 2.29
BTB and TAZ domain protein 2 Glyma.17G126400 2.29
Galactose oxidase/kelch repeat superfamily protein Glyma.07G034400 2.30
ethylene responsive element binding factor 2 Glyma.15G079100 2.31
ethylene responsive element binding factor 2 Glyma.15G079100 2.31
pleiotropic drug resistance 12 Glyma.03G168000 231
Protein kinase superfamily protein Glyma.03G191000 2.32
protein phosphatase 2A-2 Glyma.08G293400 2.33
Protein phosphatase 2C family protein Glyma.05G227100 2.35
nine-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 9 AT1G78390.1 2.40
alpha/beta-Hydrolases superfamily protein Glyma.02G151100 2.41
UDP-glycosyltransferase 74 F1 Glyma.19G025200 2.42
jasmonate-zim-domain protein 1 Glyma.09G071600 2.43
basic helix-loop-helix (t(HLH) DNA-binding superfamily protein Glyma.08G014900 2.47
peroxisomal 3-ketoacyl-CoA thiolase 3 Glyma.10G124700 2.47
peroxisomal 3-ketoacyl-CoA thiolase 3 Glyma.10G124700 2.47
peroxisomal 3-ketoacyl-CoA thiolase 3 Glyma.10G124700 2.47
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Gibberellin-regulated family protein Glyma.14G215600 2.48
NAC (No Apical Meristem) domain transcriptional regulator | Glyma.05G195000 2.48
superfamily protein

MAP kinase 4 Glyma.05G211000 2.49
MAP kinase 4 Glyma.05G211000 2.49
Protein kinase superfamily protein Glyma.05G066700 2.55
Chalcone and stilbene synthase family protein Glyma.08G109400 2.55
pleiotropic drug resistance 9 Glyma.07G233900 2.55
NAC domain containing protein 1 Glyma.15G254000 2.56
basic helix-loop-helix (t(HLH) DNA-binding superfamily protein Glyma.05G208300 2.56
erf domain protein 9 AT5G44210 2.57
Galactose oxidase/kelch repeat superfamily protein Glyma.05G155600 2.57
RING/U-box superfamily protein Glyma.03G060000 2.57
Protein phosphatase 2C family protein Glyma.08G033800 2.59
[AA-leucine resistant (ILR)-like gene 6 Glyma.06G115100 2.61
[AA-leucine resistant (ILR)-like gene 6 Glyma.06G115100 2.61
Thioredoxin superfamily protein Glyma.13G234500 2.66
Thioredoxin superfamily protein Glyma.13G234500 2.66
syntaxin of plants 121 Glyma.02G195300 2.67
syntaxin of plants 121 Glyma.02G195300 2.67
Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-rich | Glyma.14G208000 2.70
glycoprotein family

homeobox 7 Glyma.04G231400 2.72
Homeodomain-like superfamily protein Glyma.05G011500 2.76
brassinosteroid-6-oxidase 2 Glyma.18G272300 2.81
F-box/RNI-like superfamily protein Glyma.06G 120600 2.81
WRKY family transcription factor Glyma.16G026400 2.82
WRKY family transcription factor Glyma.16G026400 2.82
mitogen-activated protein kinase kinase 3 Glyma.19G006300 2.83
mitogen-activated protein kinase kinase 3 Glyma.19G006300 2.83
SPX (SYG1/Pho81/XPR1) domain-containing protein Glyma.03G214100 2.97
cytochrome P450, family 83, subfamily B, polypeptide 1 Glyma.03G030600 2.98
carotenoid cleavage dioxygenase 8 Glyma.04G084100 3.02
Putative lysine decarboxylase family protein Glyma.04G025100 3.10
abscisic aldehyde oxidase 3 Glyma.02G272200 3.12
abscisic aldehyde oxidase 3 Glyma.02G272200 3.12
WRKY DNA-binding protein 50 Glyma.04G054200 3.16
SAUR-like auxin-responsive protein family AT2G46690.1 3.19
Integrase-type DNA-binding superfamily protein Glyma.14G056200 3.19
WRKY DNA-binding protein 51 Glyma.05G184500 3.20
C-repeat/DRE binding factor 2 Glyma.20G155100 3.23
methyl esterase 1 Glyma.16G145200 3.27
methyl esterase 1 Glyma.16G145200 3.27
ethylene response factor 1 AT3G23240.1 3.34
jasmonic acid carboxyl methyltransferase Glyma.02G054200 3.37
Auxin efflux carrier family protein Glyma.18G218300 3.38
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lipoxygenase 1 Glyma.08G189800 341
Basic-leucine zipper (bZIP) transcription factor family protein Glyma.19G194500 3.64
calcineurin B-like protein 1 Glyma.11G038900 3.76
lipoxygenase 1 Glyma.07G006900 3.82
homology to ABI1 Glyma.13G106800 3.93
Auxin efflux carrier family protein Glyma.09G195600 3.95
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Anexo 18: Complejos histonas

Descripcion del gen ID logFC
Microtubule associated protein (MAP65/ASE1) family protein Glyma.10G178100 -3.76
P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily | Glyma.17G233200 -3.76
protein

P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily | Glyma.U029300 -3.73
protein

transducin family protein / WD-40 repeat family protein Glyma.06G206800 -3.72
Cell cycle regulated microtubule associated protein Glyma.01G213800 -3.64
Dynamin related protein 5SA Glyma.12G152100 -3.62
P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily | Glyma.20G207200 -3.60
protein

Kinesin motor family protein Glyma.18G082000 -3.58
targeting protein for XKLP2 Glyma.06G290300 -3.47
Minichromosome maintenance (MCM2/3/5) family protein Glyma.03G219200 -3.38
Phosphofructokinase family protein Glyma.07G263800 -3.28
E2F target gene 1 Glyma.06G 143400 -3.26
Minichromosome maintenance (MCM?2/3/5) family protein Glyma.08G084400 -3.24
chromomethylase 3 Glyma.01G007800 -3.22
Vacuolar import/degradation, Vid27-related protein Glyma.04G038800 -3.15
DNA primases;DNA primases Glyma.02G286600 -3.07
Plant protein of unknown function (DUF827) Glyma.01G131300 -3.03
phragmoplast-associated kinesin-related protein, putative Glyma.05G149700 -3.03
DNA-directed DNA polymerases Glyma.01G187400 -2.89
Leucine-rich receptor-like protein kinase family protein Glyma.01G168100 -2.81
Leucine-rich receptor-like protein kinase family protein Glyma.06G026600 -2.79
P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily | Glyma.03G197300 -2.79
protein

Minichromosome maintenance (MCM2/3/5) family protein Glyma.17G104000 -2.78
Protein of unknown function (DUF630 and DUF632) Glyma.20G106700 -2.75
chromatin remodeling factor17 Glyma.07G250700 -2.75
Protein of unknown function (DUF630 and DUF632) Glyma.04G079400 -2.70
Heavy metal transport/detoxification superfamily protein Glyma.20G126300 -2.65
chromatin remodeling 1 Glyma.01G175300 -2.62
AT hook motif DNA-binding family protein Glyma.05G207300 -2.62
putative protein kinase 1 Glyma.06G109800 -2.60
0O-Glycosyl hydrolases family 17 protein Glyma.05G235700 -2.57
Di-glucose binding protein with Kinesin motor domain Glyma.08G174300 -2.52
DNA primase, large subunit family Glyma.08G105600 -2.51
proliferating cell nuclear antigen 2 Glyma.08G334900 -2.46
P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily | Glyma.06G096600 -2.42
protein

villin-like 1 Glyma.08G333900 -2.35
lysm domain GPI-anchored protein 1 precursor Glyma.04G250300 -2.34
3\'-5\"-exoribonuclease family protein Glyma.11G145000 -2.34
PQ-loop repeat family protein / transmembrane family protein Glyma.03G119200 -2.20
structural maintenance of chromosomes 2 Glyma.13G202100 -2.19
Family of unknown function (DUF566) Glyma.09G018100 -2.17
poly(ADP-ribose) polymerase 2 Glyma.03G161300 -2.17
double-stranded RNA binding protein-related / DsRBD protein- | Glyma.08G081600 -2.15
related

histone deacetylase 14 Glyma.05G192600 -2.13
zinc ion binding;DNA binding Glyma.11G208500 -2.11
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Phosphofructokinase family protein Glyma.09G007900 -2.08
vernalization5/VIN3-like Glyma.14G182300 -2.05
homolog of yeast CDT1 B homolog of yeast CDT1 B Glyma.09G162100 -2.03
growth-regulating factor 6 Glyma.16G007600 2.37
structural maintenance of chromosome 3 Glyma.13G062800 3.75
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Anexo 19: Cromatina

protein

Descripcion del gen 1D logFC
chromatin remodeling 24 Glyma.08G001900 | -3.97
Microtubule associated protein (MAP65/ASEL) family protein Glyma.10G178100 | -3.76
P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily | Glyma.17G233200 | -3.76
protein
P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily | Glyma.U029300 -3.73
protein
Cell cycle regulated microtubule associated protein Glyma.01G213800 | -3.64
Dynamin related protein 5SA Glyma.12G152100 | -3.62
P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily | Glyma.20G207200 | -3.60
protein
DEK domain-containing chromatin associated protein Glyma.05G203100 | -3.59
Kinesin motor family protein Glyma.18G082000 | -3.58
Protein of Unknown Function (DUF239) Glyma.05G167100 | -3.56
minichromosome maintenance (MCM2/3/5) family protein Glyma.15G154900 | -3.52
targeting protein for XKLP2 Glyma.06G290300 | -3.47
Minichromosome maintenance (MCM2/3/5) family protein Glyma.03G219200 | -3.38
Plant protein of unknown function (DUF§828) Glyma.18G061200 | -3.33
Phosphofructokinase family protein Glyma.07G263800 | -3.28
E2F target gene 1 Glyma.06G143400 | -3.26
Minichromosome maintenance (MCM2/3/5) family protein Glyma.08G084400 | -3.24
chromomethylase 3 Glyma.01G007800 | -3.22
Protein of Unknown Function (DUF239) Glyma.08G125400 | -3.15
Vacuolar import/degradation, Vid27-related protein Glyma.04G038800 | -3.15
Histone superfamily protein AT3G45980.1 -3.06
phragmoplast-associated kinesin-related protein, putative Glyma.05G149700 | -3.03
Plant-specific transcription factor YABBY family protein Glyma.01G029300 | -2.90
kinesin like protein for actin based chloroplast movement 2 Glyma.02G041400 | -2.86
P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily | Glyma.03G197300 | -2.79
rotein
i/linichromosome maintenance (MCM2/3/5) family protein Glyma.17G104000 | -2.78
phytochrome B Glyma.15G140000 | -2.77
telomerase reverse transcriptase Glyma.08G155900 | -2.76
Protein of unknown function (DUF630 and DUF632) Glyma.20G106700 | -2.75
chromatin remodeling factor17 Glyma.07G250700 | -2.75
Plant-specific transcription factor YABBY family protein Glyma.03G029800 | -2.74
RAS associated with diabetes protein 51 Glyma.13G115000 | -2.74
Protein of unknown function (DUF630 and DUF632) Glyma.04G079400 | -2.70
Integrase-type DNA-binding superfamily protein Glyma.U037700 -2.65
chromatin remodeling 1 Glyma.01G175300 | -2.62
histone H2A 11 Glyma.02G143200 | -2.62
AT hook motif DNA-binding family protein Glyma.05G207300 | -2.62
putative protein kinase 1 Glyma.06G109800 | -2.60
Histone superfamily protein Glyma.18G064300 | -2.57
0O-Glycosyl hydrolases family 17 protein Glyma.05G235700 | -2.57
Di-glucose binding protein with Kinesin motor domain Glyma.08G174300 | -2.52
exoribonuclease 4 Glyma.19G242400 | -2.48
RAS associated with diabetes protein 51C Glyma.03G027600 | -2.46
Plant-specific transcription factor YABBY family protein Glyma.01G137200 | -2.42
P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily | Glyma.06G096600 | -2.42
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interactor of constitutive active rops 1 Glyma.13G259200 | -2.36
villin-like 1 Glyma.08G333900 | -2.35
gamma histone variant H2AX Glyma.19G239200 | -2.22
structural maintenance of chromosomes 2 Glyma.13G202100 | -2.19
Family of unknown function (DUF566) Glyma.09G018100 | -2.17
poly(ADP-ribose) polymerase 2 Glyma.03G161300 | -2.17
high mobility group B2 Glyma.16G116300 | -2.16
double-stranded RNA binding protein-related / DsRBD protein- | Glyma.08G081600 | -2.15
related

histone H2A 12 Glyma.13G334300 | -2.15
histone deacetylase 14 Glyma.05G192600 | -2.13
Plant-specific transcription factor YABBY family protein Glyma.17G138200 | -2.12
Plant protein of unknown function (DUF828) Glyma.11G171300 | -2.12
ssDNA-binding transcriptional regulator Glyma.08G297200 | -2.11
Phosphofructokinase family protein Glyma.09G007900 | -2.08
vernalization5/VIN3-like Glyma.14G182300 | -2.05
homolog of yeast CDT1 B homolog of yeast CDT1 B Glyma.09G162100 | -2.03
sterol 4-alpha-methyl-oxidase 2-1 Glyma.02G030900 | -2.02
high mobility group B1 Glyma.01G116000 | 2.15
senescence associated gene 24 AT1G66580.1 2.60
pyrophosphorylase 1 Glyma.07G048300 | 3.18
paired amphipathic helix protein Sin3-like 3 [Lupinus angustifolius] | XP_019423160.1 3.23
histone H2A protein 9 Glyma.14G126700 | 3.50
structural maintenance of chromosome 3 Glyma.13G062800 | 3.75
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