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Resumen

Dindmicas transcripcionales y fisiologicas de la respuesta a déficit hidrico progresivo en
gulupa

El cambio climatico, especialmente de la escasez de agua, ha tenido dentro de sus
consecuencias, algunas devastadoras para la agricultura en los Uultimos 50 anos;
amenazando directamente la seguridad alimentaria de las comunidades involucradas en
produccién de alimentos y demas consumidores. Para el siglo 21 se espera un aumento de
la sequia en distintas zonas del mundo, resultado de un aumento de la evapotranspiracién,
acompafiado de una reduccién en la precipitacién. En la zona Andina su efecto se ha visto
principalmente en el retroceso acelerado de los glaciares, que proveen de agua a los
sistemas agricolas circundantes, por lo que se espera una disminucién en la capacidad de
abastecimiento hidrico de las comunidades andinas y de sus sistemas agricolas. Colombia
es un pais que esta intentado posicionarse en exportaciones agricolas pero debido a
eventos climaticos como el déficit hidrico, muchos de estos cultivos se ven amenazados.
Dentro de estos se encuentra el cultivo de gulupa o fruta de la pasion (Passiflora edulis Sims
f. edulis), fruta cuya exportacién ha crecido considerablemente en la ultima década,
generandole entradas econdmicas al pais anuales alrededor de los 35 millones de délares.
Este cultivo al verse enfrentado a cambios en las condiciones de riego puede reducir su
crecimiento y comprometer su produccién, es por eso que realizar estudios sobre su
respuesta frente al estrés por déficit hidrico es necesario, ademas de seguir profundizando
en los mecanismos de respuesta de las plantas frente a la escasez de agua en busqueda de
posibles soluciones. Es por esto por lo que se planteé el objetivo de analizar la respuesta
fisioldgica y transcriptdmica de gulupa frente al déficit hidrico. Se midieron variables
fisiolégicas como: conductancia estomatica (gs), temperatura foliar (Tf), contenido de
fotopigmentos, fluorescencia de la clorofila a y reflectancia foliar, de donde se encontré una
respuesta con rasgos de evitacion, asi como con rasgos de tolerancia, en donde en
busqueda de mantener las condiciones hidricas se sacrifican procesos como el crecimiento.
Por otra parte, y con ayudas de herramientas de secuenciacién de nueva generacion, se
obtuvo una lista de genes diferencialmente expresados de las plantas sometidas a déficit.
Los cambios en la expresiéon que se generan participan en la modulacién de distintos
procesos en toda la planta, principalmente relacionados con sefializacion mediada por ABA,
crecimiento, el sistema antioxidante. Estos procesos se reportan dentro de los rasgos
asociados a la tolerancia al estrés. Entender los distintos mecanismos de respuesta y poder
integrar los distintos niveles, moleculares, bioquimicos y fisiolégicos, es una propuesta
actualmente muy utilizada para alimentar las bases de los programas de mejoramiento, de
esta manera protegiendo la seguridad alimentaria.
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Summary

Transcriptional and physiological dynamics of the response to progressive water deficit in
gulupa.

Climate change, especially water scarcity, has had some devastating consequences for
agriculture in the last 50 years, directly threatening the food security of communities
involved in food production and other consumers. For the 21st century, an increase in
drought is expected in different areas of the world, because of an increase in
evapotranspiration, accompanied by a reduction in precipitation. In the Andean zone, its
effect has been seen mainly in the accelerated retreat of glaciers, which provide water to
the surrounding agricultural systems, so a decrease in the water supply capacity of Andean
communities and their agricultural systems is expected. Colombia is a country that is trying
to position itself in agricultural exports, but due to climatic events such as the water deficit,
many of these crops are threatened, including the gulupa or passion fruit (Passiflora edulis
Sims f. edulis), a fruit whose export has grown considerably in the last decade, generating
annual economic income for the country of around USS35 million. This crop, when faced
with changes in irrigation conditions, can reduce its growth and compromise its production,
which is why it is necessary to conduct studies on its response to water stress, as well as to
continue delving into the mechanisms of plant response to water scarcity in search of
possible solutions. For this reason, the objective was to analyze the physiological and
transcriptomic response of gulupa to water deficit. Physiological variables such as stomatal
conductance (gs), leaf temperature (Tf), photopigment content, chlorophyll fluorescence,
and leaf reflectance were measured, from which a response with avoidance traits was
found, as well as tolerance traits, where processes such as growth are sacrificed in the
search to maintain water conditions. On the other hand, a list of differentially expressed
genes of plants subjected to deficit was obtained with the aid of new-generation sequencing
tools. The change in expression participates in the modulation of different processes in the
whole plant, mainly related to ABA-mediated signaling, growth, and the antioxidant system.
These processes are reported within the traits associated with stress tolerance.
Understanding the different response mechanisms and being able to integrate the different
molecular, biochemical, and physiological levels is a widely used breeding program
approach, thus protecting food security.

Keywords: water deficit; stomatal conductance; differential expression; ABA; ROS.
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Introduccion

La escasez de agua es uno de los retos mas relevantes del siglo XXI a los que se esta viendo
sometida la humanidad. Las zonas dridas en el mundo ocupan un 40% del territorio terrestre
y de este porcentaje 25% corresponde a areas de cultivo; de igual forma, el 36% de la
poblacién mundial vive en dreas con escasez de recursos hidricos (Safriel et al., 2005). La
agricultura es la actividad industrial con mayor consumo de agua fresca, siendo casi el 90%
en algunas regiones (Hoekstra & Mekonnen, 2012). Se ha pronosticado que para el afio
2030 el uso de agua anual rondara los 6.9 trillones de metros cubicos, lo que equivale al
doble de la capacidad de las fuentes hidricas actuales (Gilbert & McLeman, 2010).

El impacto del calentamiento global no es ajeno al sector agricola, la frecuencia de eventos
extremos ha aumentado, lo que agrava la sequia y reduce la cantidad de agua disponible
para los cultivos (Cai et al., 2021). En Colombia, se espera que las precipitaciones en varias
partes del pais se vean afectadas. En las regiones aridas (21,5% del pais) las precipitaciones
disminuiran; mientras que en otras partes del pais las precipitaciones mostraran una
tendencia ascendente, lo que tendrd un impacto grave en las dindmicas agricolas(Posada &
Posada, 2007).

Muchos esfuerzos se estan haciendo para hacerle frente a las distintas consecuencias que
acarrea el calentamiento global (Sposito et al., 2013). Los periodos de sequia de los ultimos
aflos han mostrado la necesidad de estudiar la tolerancia de los cultivos a la escasez de
agua, por lo que realizar investigaciéon en busqueda de potencial adaptativo y explicar
mecanismos de respuesta de las plantas al déficit hidrico es de suma importancia.

El cultivo de Gulupa (Passiflora edulis Sims f. edulis) ha cobrado gran importancia en
Colombia. Actualmente ocupa el tercer lugar entre las frutas de exportacidn y al cierre de
2019 generd alrededor de 36 millones de ddlares en ingresos, y se ha convertido en la
segunda pasiflora mas vendida con una produccién total de 9.000 toneladas (Gioppato et
al., 2019). Este cultivo ademds es considerado como un sustituto de los cultivos ilicitos en
la actual situacién de posconflicto. Pero a pesar del auge de los negocios, la informacién
disponible de este cultivo es poca y ésta es necesaria (Lozano-Montaia et al., 2021).

En este trabajo se estudid la respuesta de plantas de Gulupa al déficit hidrico progresivo,
reportando cambios a nivel fisioldgico y transcripcional. Generando nuevos recursos,
incluyendo genes candidatos involucrados en los mecanismos de respuesta de la estrategia
de resistencia de estas plantas a la baja disponibilidad hidrica.



Marco tedrico

Cambio climatico

Desde finales del siglo XIX con el seguimiento continuo de las estaciones meteoroldgicas en
diversas regiones de la tierra, se ha observado un aumento en la temperatura de manera
generalizada, principalmente desde 1980. Esto va de la mano con los diferentes procesos
de industrializacion de los paises, que ha provocado un aumento del CO; en la atmdsfera 'y
en consecuencia la acumulacién de gases efecto invernadero (Caballero et al., 2007).

Los términos "cambio climatico” y “calentamiento global" deben entenderse como
conceptos diferentes. El primer concepto se refiere a todos los cambios climaticos que han
ocurrido en la historia de la tierra, principalmente relacionados con la actividad solar, la
circulacién ocednica y las actividades volcanicas o geoldgicas. El segundo concepto se debe
comprender desde la influencia que ha tenido el aumento de la temperatura de la tierra en
los ultimos 150 afios, que se atribuye a los efectos de las actividades humanas, como la
guema de combustibles fésiles y la deforestacién (Caballero et al., 2007).

Infortunadamente, el calentamiento global ha tenido graves consecuencias en la
distribucién y abundancia de especies determinadas por factores climaticos, y es que al
verse afectados los patrones normales de estos factores se ha provocado pérdidas en la
biodiversidad, amenazando a la poblacion humana y a la seguridad alimentaria, generando
inundaciones, escaza disponibilidad de agua y aumento en la aparicidén y transmision de
enfermedades (Vitousek, 2015; Wilke et al., 2019).

Su impacto en la seguridad alimentaria es importante, pues cuando se ven modificados los
patrones de lluvia y temperatura, los cultivos se ven comprometidos, lo que también se
traduce en una reduccién en el suministro de alimentos para la poblacién humana. Se
estima que al menos cuatro de los cultivos importantes en el mundo: el trigo, el maiz, la
soja y el arroz tengan una disminucidn progresiva en los préximos afios, lo que va a estar
directamente relacionado con el aumento en la frecuencia y duracion de las temperaturas
extremas y los cambios en patrones de precipitacion (Ostberg et al., 2018).

Como en otras partes del mundo, el cambio climatico en Colombia es innegable; en el pais
se ha reflejado principalmente en la disminucidn paulatina del drea glaciar, la que se ha ido
desapareciendo entre 5 cm y 1 m de espesor por afio; ademas que, en los ultimos 50 afios,
el nivel del mar ha cambiado de 3 a 5 mm por afio, aumentando mas de 10 cm en el Caribe
y mas de 22 cm en el Pacifico (Posada & Posada, 2007).



Rodriguez et al. (2015), realizaron una estimacién de la influencia del cambio climatico para
los ecosistemas de paramo en Colombia. Aqui se encontrd que se tendra una reduccién del
97% por el aumento en la altura del piso térmico a partir del cual se encuentra. A su vez
reportd que, debido al aumento de la temperatura, los bosques de niebla se veran
afectados por la poca formacion de nubes y su influencia directa en la humedad relativa del
ecosistema. Ademas, con el incremento acelerado de la temperatura media en los Andes,
el retroceso de los glaciares es sumamente preocupante, pues afecta directamente los
sistemas agricolas circundantes que dependen de estos como fuente de agua (Ponce, 2020).
Paulatinamente se vera una disminucién del abastecimiento de agua en las comunidades
andinas lo que llevara a una baja en el rendimiento de los cultivos (Lozano-Povis et al.,
2021).

Estrés en plantas

El término estrés se deriva de la fisica experimental, siendo definido como el evento al que
se ve sometido un objeto tras tener contacto con una fuerza externa, en esta situacion el
objeto entrara en estrés, y si esta fuerza es mayor que la resistencia del objeto se deformara
o rompera. El término estrés se ha utilizado en biologia, donde se conoce como la falta de
condiciones dptimas para que un individuo se desarrolle plenamente, causando dafos en
la estructura del individuo (Amrhein et al., 2013).

El dafio irreversible también puede entenderse como un factor externo que tiene un
impacto negativo sobre los organismos, en este caso sobre las plantas, que estan sometidas
a estrés tanto en entornos naturales como en condiciones controladas y dependiendo del
tipo de estrés se clasifican en abidticos o bidtico. El primer tipo puede ser por exposicion a
altas o bajas temperaturas, a exceso o falta de agua, a falta de nutrientes en el suelo o a
alta radiacién. Mientras que el segundo tipo se relaciona mas con el ataque de insectos, de
otros herbivoros y de patégenos como bacterias y virus (Taiz & Zeiger, 2006).

La escasez de agua es uno de los estreses mds importantes enfrentados por las plantas, ya
gue esta ocasiona al menos el 40% de la pérdida global de cultivos, posiciondndose como
una fuerte amenaza para la seguridad alimentaria (Fabregas & Fernie, 2019); y debido a las
dinamicas actuales del cambio climatico y su influencia en el aumento progresivo en la
escasez de agua, el estrés por déficit hidrico es una amenaza creciente (Harb et al., 2010).

Debido a la naturaleza inmdévil de las plantas se desarrollaron mecanismos especificos de
adaptacion para hacer frente al estrés a corto y largo plazo, relacionados con cambios



anatémicos, morfoldgicos, celulares, bioquimicos y moleculares (Taiz & Zeiger, 2006); y de
la interaccion de todos estos mecanismos se genera la resistencia al estrés.

Respuesta al déficit hidrico

Para la respuesta a este estrés se conocen distintas rutas. Se ha descrito la ruta de escape
como aquella que se caracteriza por completar el ciclo de vida antes de que el estrés se
vuelva muy amenazante. Por otra parte, estan los mecanismos de resistencia, el primero, la
ruta de evitacion que busca minimizar el impacto del estrés en el organismo, maximizando
la absorcion de agua o minimizando la pérdida de esta; y finalmente, la ruta de tolerancia
gue mantiene las relaciones hidricas constantes pese a la escasez de agua (Harb et al.,
2010).

La respuesta de las plantas al estrés varia segln la intensidad, duraciéon y tipo de estrés
(Amrhein et al., 2013), y depende de cambios a nivel morfoldgico, fisioldgico, bioquimico y
molecular para afrontar al estrés (Kusvuran & Dasgan, 2017).

Nivel molecular

En la respuesta al estrés hay una reprogramacion transcripcional, que lleva a la activacién o
supresién de genes conocidos como de respuesta, junto con la interaccidon entre genes o
entre proteinas. La mayoria de los estudios transcripcionales durante el estrés en plantas
se han realizado en Arabidopsis thaliana. En esta planta se ha descrito la participacién de
los factores de transcripcién (TF) como reguladores de la expresién génica en los sistemas
biolégicos durante la respuesta a estrés dentro de distintas vias metabdlicas (Rolly et al.,
2021).

Gracias a los estudios con RNA-seq y con los avances en bioinformatica se ha acelerado el
descubrimiento de genes de respuesta a estrés en muchas plantas. En el caso del déficit
hidrico se sabe que la fitohormona ABA tiene un papel fundamental, iniciando la cascada
de sefializacién al unirse a proteinas receptoras (PYL/PYR/RCARs) que inhiben fosfatasas
(PP2Cs); esta interaccion libera proteinas quinasas que fosforilan factores de transcripcién
como ABRE, que inician una regulacién de la expresién que llevan a la respuesta al estrés
en caminos como el cierre estomatico o la dormancia de semillas (Vanwallendael et al.,
2019).

Pese a que muchos genes de respuesta a estrés estan involucrados en la via de respuesta
dependiente de ABA, existe otra via de respuesta que es independiente de ABA (Shinozaki



& Yamaguchi-Shinozaki, 2007). La regulaciéon de estos genes ocurre a través de DRE
(Dehydration responsive element) y CRT (elementos de accidn cis con repeticiones C) en
accion conjunta con DREB (proteina de unidn a DRE) o los factores de transcripcion CBF
(Factor de unién) (Niu et al., 2018). Aparte se conocen factores de transcripcion como
MYB/MYC, NAC y WRKY, que desempefian un papel importante en mediar la regulacion de
genes de respuesta a estrés independientes de ABA (Hu et al., 2006).

Incluso, se han realizado estudios que revelan la compleja relacidon entre los caminos
dependientes e independientes de ABA, existiendo un tipo de corregulacion (Nakashima et
al., 2009; Yoshida et al., 2015). Componentes esenciales de la sefializacién por ABA como
las SNRK2s (Proteinas quinasas relacionadas con SNF1) participan en la convergencia entre
los dos caminos anteriormente mencionados, regulando la expresion de genes
dependientes de ABA y de DREB bajo las condiciones de déficit hidrico (Fujita et al., 2005).

Por otra parte, se han realizado estudios mostrando la interaccién entre proteinas
dependientes de ABA como AREB1/ABF2, AREB2/ABF4 y ABF3 con proteinas
independientes de ABA como DREB2A, DREB1A, DREB2C (Morimoto et al., 2013; Seo et al.,
2011). Asi como la interaccidn fisica entre factores de transcripcién dependientes de ABA
como ABF2 y ABF4 con genes de vias independientes de ABA (Xu et al., 2015). Por lo que es
de suma importancia juntar estudios de secuenciacion de RNA con el analisis de redes de
interaccidn para entender la relacidn entre los caminos dependientes e independientes de
ABA (Xue et al., 2021).

Nivel bioquimico

Las cascadas de seiializacion activan o inhiben distintos procesos metabdlicos. Dentro de
estos procesos se genera una respuesta al desequilibrio osmético provocado por la falta de
agua (Rivas-Ubach et al., 2012), las plantas invierten en la acumulacién de solutos organicos
e inorganicos en el citoplasma, entre los que se encuentran algunos aminoacidos, acidos
orgdnicos, lipidos y distintos tipos de carbohidratos solubles (Suseela et al., 2015). Este
ajuste osmoético celular depende de la intensidad del estrés en cuestion, y desempefia un
papel importante en la respuesta al déficit hidrico, siendo utilizadas como moléculas sefial,
ademas de tener capacidad protectora de la estructura de proteinas y de estabilizar la
membrana evitando el dafio oxidativo (Ashraf & Foolad, 2007).

El desbalance producido a nivel celular por la respuesta a estrés genera un aumento en la
produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), que son el resultado del metabolismo
del oxigeno en las células (Greenham et al.,, 2017). Las ROS suelen estar en bajas



concentraciones y tienen funcion como moléculas sefializadoras activando la transcripciéon
de diferentes genes; sin embargo, en condiciones de estrés hay un aumento de los niveles
de ROS que puede llevar a dafios severos de las proteinas, los lipidos y del DNA, incluso
causando la muerte celular (Xiong et al., 2019). Afortunadamente, la planta tiene un sistema
de defensa llamado sistema antioxidante, el cual estd compuesto por enzimas (superdxido
dismutasa SOD, peroxidasa POD, catalasa CAT, ascorbato peroxidasa APX) y compuestos no
enzimaticos (glutatidn, acido ascorbico y carotenoides) (Apel & Hirt, 2004). El sistema
antioxidante tiene la capacidad de reducir el dafio causado por las ROS y logra mantenerlas
en equilibrio lo que permite la estabilidad general de las membranas celulares y de las
proteinas, que son esenciales para el mecanismo de respuesta al estrés (Anjum et al., 2011).

El desbalance que se produce por el aumento de ROS en la célula impacta directamente al
aparato fotosintético (Anjum et al., 2017). La clorofila es quizas el componente esencial del
proceso de fotosintesis y su concentracién es un indicador de la tasa fotosintética
(Marcinska et al.,, 2013). El contenido de fotopigmentos es susceptible a cambios
ambientales y durante la exposicion a déficit hidrico pueden verse expuestos a
fotooxidacidn, llevando a la degradacion y disminucion en su concentracién (Manivannan
et al.,, 2007). La capacidad de mantener la concentracién de fotopigmentos estable, e
incluso aumentarla, durante la respuesta a déficit hidrico se ha descrito como una
caracteristica de tolerancia, protegiendo los cloroplastos y manteniendo la tasa
fotosintética (Jia et al., 2015; Mohammadkhani & Heidari, 2007).

Nivel fisiolégico

Las vias activadas durante la respuesta a estrés llevan a muchos cambios a nivel fisioldgico;
dentro de los mas relevantes esta el cierre de estomas (Lamers et al., 2020). Las plantas al
sensar baja disponibilidad de agua presentan una reduccidn de la conductancia estomatica,
lo que a su vez significa la disminucion de la transpiracién que conlleva a disminucion en la
toma de CO; lo cual incide negativamente en la tasa fotosintética, impactando en los
distintos componentes del fotosistema, asi como en otros procesos como darea de
evaporacion, asi como en el crecimiento, lo que se observa en la Figura 1 (Harb et al., 2010).



Figural. Plantas de gulupa bajos control (a), reduccién del 50% del riego (b) y
reduccion total del riego (c) durante 40 dias. Tomado de (Lozano-Montafia et al.,
2021).

La primera respuesta ante el déficit hidrico es el cierre de estomas, proceso que reduce la
pérdida de agua por transpiracion pero que lleva a la reduccion de la toma de diéxido de
carbono y de nutrientes del suelo, comprometiendo la fotosintesis y el metabolismo de las
plantas (Basu & Rabara, 2017). A su vez, las plantas bajo estrés presentan una reduccién de
parametros fisioldgicos como el contenido relativo de agua (CHR), el potencial hidrico de
las hojas (Y hf), la tasa de transpiracion y el aumento de temperatura de las hojas. Estos
parametros estan estrechamente relacionados con la fotosintesis y el crecimiento de las
plantas, asi como con la actividad metabdlica y el indice de tolerancia a la deshidratacion
(Anjum et al., 2011).

El cierre estomatico es una respuesta tanto a la baja disponibilidad de agua en suelo como
al bajo porcentaje de humedad en el aire con una alta demanda evaporativa (Pinheiro &
Chaves, 2011), afectando el continuo suelo-planta-atmdsfera y el proceso de enfriamiento
de las hojas, por lo que se observa que la temperatura de la superficie foliar aumenta
(Schulze, 2003). Sin embargo, la transpiracién no es el Unico proceso que se ve directamente
afectado por el cierre de estomas, también la respiraciéon se ve comprometida y de esta
manera la toma y fijacién de CO,. Esto se va a ver reflejado en una reduccion de la tasa
fotosintética que a su vez desencadenard problemas generalizados en el metabolismo de la
planta (Yordanov et al., 2000).

El estrés por déficit hidrico impacta a la fotosintesis, afectando componentes importantes
como la membrana tilacoidal, los complejos proteinicos entre ellos los fotosistemas y la tasa
de transporte de electrones; asi como el ciclo de Calvin y la absorcién de didxido de carbono
(Anjum et al., 2011). A su vez, la clorofila es el componente principal de la fotosintesis, y su



concentracion en las hojas se correlaciona positivamente con la tasa de fotosintesis,
presentando una disminucidn en su concentracidn durante el estrés lo que se conoce como
un sintoma de estrés oxidativo. La disminucién en la concentracion es el resultado de la
fotooxidacion y degradacion del pigmento (Manivannan et al., 2007).

Segln observaciones realizadas por Kautsky & Hirsch, (1931) es posible relacionar los
cambios en la fluorescencia de la clorofila a con cambios en la asimilaciéon de CO, y en la
tasa de fotosintesis. La toma de CO; se ve directamente impactada por la variacién en la
tasa de transpiracion de las hojas por lo que en situaciones de estrés la fluorescencia puede
verse influenciada (Baker, 2008).

Durante el proceso de toma de energia solar por parte de las moléculas de clorofila; la
energia resultante se puede ir por tres caminos, un proceso fotoquimico y dos no-
fotoquimicos, que compiten por la energia, por lo que las condiciones de estrés van a alterar
la distribucién de la energia (Maxwell & Johnson, 2000). En el primer camino conduce a la
realizacion de la fotosintesis y los otros dos caminos, o el exceso de energia, puede disiparse
térmicamente o en forma de emisidn de radiacion infrarroja de baja energia conocida como
fluorescencia de la clorofila (Emerson & Arnold, 1932). En lo que respecta a las condiciones
de déficit hidrico se ha reportado ampliamente el uso de la fluorescencia de la clorofila a,
ya que esta tiene una alta sensibilidad al sensar alteraciones sobre el fotosistema 2 (Mehta
et al,, 2010).

La fluorescencia de la clorofila a es bastante baja en condiciones normales, alrededor del
0,5% de la energia total absorbida; en comparaciéon con la energia utilizada por los
complejos antena del cloroplasto para la fotosintesis que es casi del 97%, y la disipacion
caldrica que es del 2,5%. Cuando no ocurre la absorcidn de fotones por parte de los
fotopigmentos, la energia se disipa en su mayoria como calor (95-97%) y como fluorescencia
(2,5-5%) (Maxwell & Johnson, 2000).

La cinética de la fluorescencia de la clorofila a se divide en dos partes. La primera se conoce
como “Fase rdpida” y ocurre dentro del primer segundo de iluminacién, en donde se
observa un incremento rapido de la fluorescencia con ciertos picos especificos conocidos
como O-J-I-P y se relaciona con eventos primarios del Fotosistema 2 (PSII). La segunda parte
de la curva de fluorescencia se conoce como “Fase lenta” donde se observa un declive en
los valores durante varios minutos, esta fase estd asociada con procesos metabdlicos en el
estroma del cloroplasto y con la asimilacién de CO, (Moreno et al., 2008). La fase rapida de
la curva que empieza en el punto O, que corresponde al valor con los centros de reaccién
abiertos previos a la exposicidn luminica, el siguiente punto de la curva J se relaciona con la



reduccion parcial de la QA, luego el punto | donde la QB también queda parcialmente
reducida al recibir electrones, finalmente se llega al punto P donde las plastoquinonas se
reducen y se obtiene el valor mas alto de fluorescencia y todos los centros de reaccién del
PSII estdn cerrados o totalmente reducidos.

Con el seguimiento de la cinética de la fluorescencia se pueden realizar diferentes cdlculos
relacionados. Hay gran variedad de parametros derivados de las mediciones bdsicas del
fluorémetro. Dentro de estos parametros se encuentra aquel que mide la eficiencia
fotoquimica del fotosistema Il, que da un indice general de la fotosintesis y de la fijacion de
carbono; a su vez desde este valor se puede calcular la tasa de transporte de electrones;
también se encuentra el pardmetro de Quenching fotoquimico, similar a la eficiencia
fotoquimica del PSIl pero mayormente relacionado con el nimero de centros fotosintéticos
disponibles para la captura de energia (Maxwell & Johnson, 2000).

Por otro lado, se pueden determinar pardmetros relacionados con los procesos no
fotoquimicos. Con el célculo del Quenching no fotoquimico se obtiene una relacién directa
con la disipacién de energia a través del calor y a partir de esto se pueden realizar
extrapolacion de los resultados y determinar mdas pardmetros. Con los valores de
fluorescencia obtenida de hojas adaptadas a oscuridad se pueden obtener resultados con
asunciones de eficiencia fotoquimica a su maximo potencial (Maxwell & Johnson, 2000).

Otra herramienta que se esta implementando en el analisis de la respuesta a estrés en
plantas es la reflectancia, la cual permite estimar la energia reflejada por un objeto
especifico (He et al., 2005), en este caso de las hojas de la planta. La huella espectral de la
vegetacidn absorbe en las longitudes de onda rojas y azules y refleja en las verdes; ademas,
refleja fuertemente en el infrarrojo cercano y absorbe fuertemente en las longitudes de
onda donde el agua atmosférica esta presente (Lobos & Hancock, 2015). A través de su
comportamiento se puede determinar cambios a nivel fisioldgico, ya que, dependiendo del
contenido de agua, pigmentos, carbono, nitrégeno, asi como otras propiedades influyen en
distintos valores de la curva de reflectancia. Medir estas relaciones puede explicar el estado
de la planta, su contenido hidrico, estreses ambientales, e indices de vegetacion (VIs)
(Meneses et al., 2015; Vila et al., 2011).

Cada cultivo tiene una firma espectral tipica que esta relacionada con la fisiologia y las
condiciones en las que se mantiene y estd condicionada por la presencia de pigmentos, la
estructura foliar y el contenido de humedad (Chuvieco-Salinero, 2010). La huella espectral
de las plantas se caracteriza generalmente por tener un comportamiento muy cromatico;
en el espectro visible tiene valores bajos, con un maximo relativo cercano a los valores de



0,55 um, que es lo que da el color verde a la vegetacion. Las plantas sanas presentan un
aumento en los valores de reflectancia en el infrarrojo cercano, que se relaciona con la
presencia de pigmentos, estructura del mesoéfilo y contenido de agua. Todos los pigmentos
absorben en 0,45 um y hay una segunda banda de absorcién a 0,64 um (Chuvieco-Salinero,
2010); entre estas dos longitudes existe una banda donde la absorbancia es menor (mayor
reflectancia), que corresponde con el verde y se debe a la clorofila.

En la zona correspondiente al infrarrojo cercano se observa un aumento en los valores de
reflectancia, lo que se relaciona con la estructura interna celular de la hoja que dispersan la
mayor parte de la energia. Si una hoja esta sana se tendrdn valores altos en esta parte y
bajos en el espectro visible. A partir de 1,4 um el efecto absorbente del agua se ve reflejado
y vuelven a bajar los valores en el infrarrojo medio (Martinez-Barbachano & Solis-Miranda,
2018). En plantas estresadas habrd comportamientos espectrales distintos a lo
anteriormente descrito.

Los indices de vegetacién (VIs) se han obtenido gracias al entendimiento de que las
propiedades de reflectancia a una o mas longitudes de onda revelan caracteristicas
especificas de la vegetacidn, y pueden ser clasificados en varias categorias de acuerdo con
su robustez, base cientifica y aplicabilidad. Dentro de estas categorias estan algunos que se
relacionan en mayor medida con condiciones de estrés como el Broad band greenness
(Verdor de banda ancha), el Light Use Efficiency (eficiencia del uso de la luz), el Leaf Pigment
(Pigmentos foliares) y el Canopy water content (Contenido hidrico del dosel) (Gitelson et
al., 2003; Huete et al., 1997).

La categoria Broad band greenness indica sobre el estado y vigor de la vegetacion verde.
Los distintos indices de esta categoria se obtienen con la comparacién de las propiedades
reflectivas en la zona del infrarrojo cercano del espectro y con las propiedades de
absorbancia en el rojo, dando asi una idea general de la concentracién y calidad del material
fotosintético (Datt, 1999). Dentro de esta categoria esta el indice de diferencia normalizado
de vegetacion o NDVI, descrito por Lichtenthaler et al. (1996); este es quizas el indice mas
conocido y usado, al ser simple y efectivo en la cuantificacién de vegetacién, su rango de
variacion es de -1 a 1 y en plantas sanas suelen tener valores entre 0,20 y 0,80.

Por su parte, la categoria de Light Use Efficiency tiene indices que explican sobre la
capacidad de la vegetacion de usar la luz incidente en la fotosintesis. La planta al tener un
rango de absorcidn de energia para la fotosintesis restringido entre 400 nm y 700 nm
permite relacionarlo con su estado de crecimiento y produccién de biomasa (Zhou et al.,
2021). Dentro de estos indices se encuentran el PRI o Photochemical Reflectance Index,



descrito por Gamon et al., (1997), el cual utiliza los cambios de los carotenoides,
principalmente de las xantofilas, durante el proceso de absorcion de luz para predecir
produccién y estrés en la vegetacion, tiene un rango de variacién de -1 a 1 y las plantas
sanas suelen tener valores de -0,2 a 0,2. También se tiene el indice SIPl o Structure
Insensitive Pigment Index, el cual explica sobre la cantidad de luz absorbida durante la
fotosintesis corregida por la dispersion de los fotopigmentos en el tejido vegetal (Pefiuelas
& Inoue, 1999).

La categoria Leaf Pigment cuenta con indices disefiados para medir los pigmentos
relacionados con la respuesta al estrés en hojas como la clorofila, los carotenoides y las
antocianinas. Varios de estos pigmentos suelen aumentar su concentracidon en plantas
sometidas a estrés (Tucker, 1979). Uno de sus indices es el ARl o Anthocyanin reflectance
index, usado para medir la concentracién de antocianinas, tiene un rango de variacion de 0
a 0,2 con valores entre 0,001 y 0,1 en plantas sanas (Gitelson et al., 2003).

La categoria relacionada con el estado hidrico o Canopy Water Content tiene indices que
fueron disefiados para poder medir la cantidad de agua contenida en la vegetacién, y tiene
una relacién directa con el estado de la planta. Dentro de estos indices estd el WBI o Water
Band Index que es sensible a cambios en el contenido hidrico y es comunmente usado en
estudios ecofisiolégicos, tiene un rango de variacion entre 0.8 y 1.2 (Pefiuelas & Inoue,
1999).

Passiflora edulis Sims. f. edulis

La gulupa también conocida como maracuya morado o fruta de la pasién, es una planta que
pertenece a la familia Passifloraceae, que comprende alrededor de 630 especies agrupadas
en 18 géneros. El género pasiflora de mayor importancia dentro de la familia, cuenta con
530 especies y la mayoria son nativas de la zona tropical de Suramérica, con el mayor
numero en Colombia (135 especies) (Perea Dallos et al., 2010; Sousa et al., 2015).

En esta familia se encuentran ademas otros frutales de importancia econdmica como son
la granadilla (Passiflora ligularis), el maracuya (Passiflora edulis f. flavicarpa), la curuba
(Passiflora mollissima), la cholupa (Passiflora maliformis) y la badea (Passiflora
quadrangularis). En general, estas plantas se caracterizan por ser enredaderas herbaceas
con hojas alternas lobadas y con zarcillo axilares (Hernandez, 2003).

La gulupa es una planta originaria de Suramérica, con un rango de crecimiento de 1600 a
2600 metros sobre el nivel del mar, con temperaturas éptimas de 16 a 22 °C y humedad



relativa del 60 al 70%. Al igual que las demas especies del género comparte las
caracteristicas de planta enredadera, con un unico tallo principal del cual se genera ramas
auxiliares que dan origen a los botones florales. Tiene hojas alternas con hasta 5 I6bulos y
zarcillos axilares, sus flores son hermafroditas axilares de color morado con un didmetro de
8 centimetros (Figura 2). El ciclo de cultivo inicia con la siembra, necesitando de 180 dias
para llegar hasta el punto de produccién; este periodo tiene una duracion de hasta 1 mesy
teniendo un periodo de 2 meses entre cada cosecha que coinciden con los ciclos de lluvia.
Bajo buenas practicas de cultivo una misma planta puede tener una vida util de hasta 4 afios
(Melgarejo et al, 2011).

Figura 2. Planta de gulupa (Passiflora edulis Sims f. edulis) con flor y fruto.

El cultivo de gulupa actualmente esta presente en 24 departamentos del Colombia,
distribuido en 422 municipios. Los departamentos con mayor produccién son Antioquia,
Tolima y Cundinamarca, siendo Antioquia el lider en produccién (Ministerio de Agricultura,
2020). Para 2019 las exportaciones en fresco de gulupa alcanzaron las 8.725 toneladas
produciendo mds de 30 millones de ddlares, siendo la tercera especie en fresco mas
exportada del pais, luego del aguacate y de la uchuva; su principal destino es Holanda,
seguido de Bélgica y Reino Unido, y desde el 2019 se abrid las puertas a nuevos mercados
como Qatar (ASOHOFRUCOL, 2020).

Este cultivo ha adquirido gran importancia desde inicio de siglo, alcanzando un total de
2.144 hectareas para 2020, y posiciondndose entre los 10 paises con mayor produccion y
exportacion de gulupa, aportando un total de 2,9% al mercado global. En palabras del
presidente de ASOHOFRUCOL, esta fruta tiene un gran potencial exportador principalmente
a mercados europeos, por el Grado Brix (cantidad de azlcar) que concentra y su tamafio de
facil consumo, acompafiado de un aroma y color llamativo (ASOHOFRUCOL, 2020).



Para la gulupa se ha reportado la necesidad de un riego bien distribuido durante su ciclo de
crecimiento (Ocampo Pérez & Wyckhuys, 2012), debido a que la presencia de déficit hidrico
durante la germinacién y la floracién puede llevar a frutas pequeiias o al aborto de estas
(Jiménez et al., 2011). La falta de agua es uno de los factores ambientales responsables por
la baja en produccién de este cultivo, llevando a la fuerte reduccién de hojas, flores y frutos
(Rodrigues et al., 2017).

También se ha reportado que estas plantas presentan tolerancia frente a las condiciones de
déficit hidrico, lo que se debe a la respuesta estomatica y cambios en la tasa fotosintética,
logrando mantenerse bajo condiciones de estrés por varios dias teniendo reduccion en el
crecimiento aéreo y logrando recuperar sus propiedades hidricas tras la reactivacion del
riego (Carr, 2013; Garcia-Castro et al., 2017; Lozano-Montaia et al., 2021).

Estudios moleculares en Gulupa

En gulupa los estudios de caracter molecular son recientes, algunos en diversidad genética
(Castillo et al., 2021) otros enfocados en el transcriptoma (Gao et al., 2016). Actualmente
no existe un transcriptoma de gulupa disponible en las bases de datos pese a que ya se han
publicado varios articulos relacionados con el tema; entre estos estd un estudio
comparativo de dos variedades de este cultivo frente al estrés por frio (Y. Wu et al., 2020)
y un estudio de identificacién de genes de respuesta a frio en una variedad resistente y otra
susceptible (Liu et al., 2017) en donde se aclara que la informacion sobre la regulacion
génica y vias de senalizacidn en gulupa es escasa.

Qiu et al.,, (2020) realizaron un estudio combinando de analisis transcriptémico vy
metaboldmico de los mecanismos de coloracién diferencial entre gulupa y maracuya. Por
su parte Xu et al., (2019) publicaron sobre los mecanismos transcripcionales adaptativos de
gulupa en zonas bajas de nutrientes encontrando una serie de genes diferencialmente
expresados asociados a la toma de nutrientes.

Ma et al., (2021) realizaron el ensamblaje del genoma a nivel de cromosoma de la fruta de
la pasién, sin distinguir entre maracuyd o gulupa, relacionado con un analisis
transcriptomico de genes de la biosintesis de aroma. Por otra parte, Xia et al., (2021)
publicaron el ensamblaje del genoma de gulupa en busqueda de genes involucrados en la
evolucién y sintesis del sabor. Wu et al., (2020) publicaron un estudio sobre la identificacion
y cuantificacién de genes relacionados con la infeccidn radicular de Phytophthora infestans.



En general los estudios encontrados se centran en el estudio de rutas metabdlicas no
relacionadas con la respuesta a estrés hidrico. Lozano-Montaiia et al., (2021) reportan uno
de los primeros acercamientos al estudio de la respuesta a nivel molecular de gulupa frente
al estrés por déficit hidrico, donde se estudia los cambios en la expresidn relativa de 4 genes
anteriormente reportados para este estrés en otras plantas.

Transcriptémica

Todos los procesos descritos anteriormente estan mediados por la informacién génica de
cada especie y a su vez de los cambios en el transcriptoma durante la respuesta al estrés
(Mashaki et al., 2018). El transcriptoma es la coleccion y cuantificacion completa de los
transcritos de una célula, se obtiene bajo una condicidn fisiolégica concreta y un estado de
desarrollo especifico. Esta relacionado con el entendimiento de los elementos funcionales
del genoma, teniendo en cuenta todos los tipos de transcritos: RNAm, RNA no codificantes
y RNA pequefios, la estructura transcripcional de las secuencias (sitios de inicio y cierre,
patrones de splicing y otras modificaciones transcripcionales), y los cambios en los niveles
de expresioén bajo distintas condiciones (Wang et al., 2009).

Actualmente existen distintas técnicas para el estudio del transcriptoma en distintos
organismos, entre las que se encuentra los métodos de microarreglos y mas recientemente
la técnica conocida como RNA-seq dirigida generalmente a organismos eucariotas. Esta
ultima técnica utiliza las tecnologias de secuenciacion recientes en moléculas de DNAc, este
DNAc se obtiene desde el RNA extraido de los tejidos de interés y su posterior
retrotranscripcion. Dependiendo de la informacidn disponible del organismo en cuestion se
procede a realizar un alineamiento de las secuencias a un genoma de referencia o a realizar
un ensamblaje de novo (Wang et al., 2009)

Los estudios por RNA-seq han sido posibles debido a los avances en la tecnologia de
secuenciacion de acidos nucleicos de los uUltimos afos, estas tecnologias son conocidas
como métodos de secuenciacién de nueva generacion (NGS) y han sido los responsables de
revolucionar la biologia molecular (M. Wang et al., 2011). La NGS consiste en varios pasos,
el primero es la preparacidén de las librerias, donde se obtienen fragmentos cortos de DNA.
El segundo paso consiste en el enriquecimiento y captura de DNA, aqui los fragmentos
obtenidos en el paso anterior se unen a adaptadores que permiten la separacion y fijacion
para pasar al tercer paso, la secuenciacién que consiste en la polimerizacidn de la cadena
de DNA combinado con la deteccidon de los acidos nucleicos (Mutz et al., 2013).

La seleccidn de la plataforma de secuenciacion a usar depende de varios factores, dentro
de los que se encuentra el costo, tiempo y facilidad de acceso; dentro de las mas usadas



estan las desarrolladas por la compaiiia lllumina, Hiseq 200 y 250 (Barba et al., 2014). A su
vez, esta técnica cuenta con varias ventajas sobre otras técnicas utilizadas en estudios de
transcriptdmica, como es el no tener que contar con un genoma de referencia para su uso
lo que lo hace sumamente atractivo para organismos no modelos, asi como tiene una mayor
precisién en la determinacidon de cambios en los niveles de expresién y poder emplearse
con poca cantidad de muestra de RNA (Zhang et al., 2019).

En el caso de estudios de expresion génica diferencial (DGE), cuyo objetivo principal es el
de identificar las diferencias en los niveles de transcripcidon entre dos o mas condiciones o
tratamientos, se hace necesario la obtencion de varianza a través de replicas bioldgicas y
técnicas, asi como establecer una profundidad de secuenciacion con el fin de entender los
cambios durante un proceso de respuesta e identificar los elementos del genoma
involucrados (Chen, 2020).

Para realizar el analisis de los datos de RNA-seq se debe comenzar con determinar la calidad
de las lecturas o de los fragmentos secuenciados, a través de la cuantificacién del contenido
CG, que debe estar alrededor del 30% y ser consistente entre las muestras. También se debe
rectificar la presencia de adaptadores, lecturas duplicadas u otras fuentes de contaminacién
(Conesa et al., 2016). La evaluacidn de la calidad se puede realizar con el programa FastQgC,
el mds utilizado para las secuencias obtenidas a través de lllumina (Wingett & Andrews,
2018), y para eliminar bases y lecturas que presentan baja calidad se puede utilizar los
programas como FASTX-Toolkit, SeqTK o Trimmomatic (Bolger et al., 2014).

Tras obtener lecturas con buena calidad sigue la alineaciéon con un genoma o transcriptoma
de referencia si se cuenta con alguno, esto se puede realizar con distintas herramientas
como Bowtie o BWA (Langmead & Salzberg, 2012; H. Li & Durbin, 2009; I. S. Yang & Kim,
2015). Si no se cuenta con un genoma o transcriptoma de referencia se debe proceder con
un ensamblaje de novo, con ayuda de plataformas como Trinity, Velvet-Oases o
SOAPdenovo-Trans (Kukurba & Montgomery, 2015).

Finalmente, tras obtener el mapeo de las lecturas a los genes del organismo en cuestidn, se
pasa al objetivo principal de la mayoria de los estudios, la cuantificacién y analisis de la
expresion diferencial de genes (Yang & Kim, 2015). En este paso se mide el numero de
lecturas asociadas a un gen a partir de los datos de RNA-seq, con algoritmos como RSEM.
Los datos obtenidos se expresan en FPKM (Fragment per kilobase per million) o como TPM
(transcripts per million) (Li & Dewey, 2011). Al tener las tablas de conteo construidas, en las
filas los genes mapeados y en las columnas las muestras estudiadas, se utiliza cominmente
el software estadistico R y diferentes librerias como LIMMA, Deseq2 o edgeR de la



plataforma Bioconductor (Anders & Huber, 2010; Love, 2021; Robinson et al., 2010) .
Entendiendo la diferencia de expresién como la relacién entre el conteo del control y la
muestra a analizar, lo que se conoce como Fold Change (FC) y al ser normalizado como Log
Fold Change (LFC) (Conesa et al., 2016).



Obijetivos

General:

Caracterizar la expresion diferencial del transcriptoma de gulupa durante la respuesta
temprana a estrés por déficit hidrico asociado a cambios fenotipicos a nivel fisiolégico

Especificos:

1. Describir los cambios en la conductancia estomatica y en la fluorescencia de la clorofila
en plantas de gulupa durante etapas tempranas de la respuesta a estrés por déficit hidrico.
2. Caracterizar los cambios observados en el contenido de clorofila y carotenoides durante
etapas tempranas de la respuesta a estrés por déficit hidrico.

3. Identificar los genes expresados diferencialmente en plantas de gulupa durante la
respuesta temprana a estrés por déficit hidrico.



Capitulo 1

Analisis fisiolégico de plantas de gulupa durante el proceso de respuesta a estrés por
déficit hidrico

Abstract

Water deficit is one of the most persistent threats to food security, directly affecting the
growth of different plant species and generating considerable losses. Therefore, constant
research is required to decipher the resistance mechanisms of economically important
species, as well as those that represent biodiversity. The gulupa is a crop of growing
importance in Colombia, positioning itself among the fruits with the highest annual export,
this crop, when subjected to changes in irrigation conditions, shows a reduction in growth
and production. Based on previous studies, we conducted an analysis of the effect of water
deficit on the physiology of gulupa plants in vegetative stage. For this purpose, we
measured stomatal conductance (gs), leaf temperature (TF), photopigment content,
chlorophyll fluorescence and leaf reflectance. From this, we describe the possible
mechanisms, from a physiological aspect, used by this species in function of water scarcity,
finding a response mainly associated to the described for avoidance but also presenting
tolerance traits, where in search of maintaining water conditions, processes such as growth
are sacrificed.

Key words: water stress; stomatal conductance; tolerance; avoidance; photopigments.

Resumen

El déficit hidrico es una de las amenazas mas persistentes de la seguridad alimentaria, afecta
directamente el crecimiento de distintas especies vegetales generando pérdidas
considerables. Es por esto por lo que se requiere investigacion constante en blsqueda de
descifrar los mecanismos de resistencia de especies de importancia econdmica, asi como
de aquellas que representan a la biodiversidad. La gulupa es un cultivo de creciente
importancia en Colombia, posiciondndose dentro de las frutas con mayor exportaciéon
anual, este cultivo al verse sometido a cambios en las condiciones de riego presenta
reduccion de crecimiento y de produccion. Basandonos en estudios anteriores realizamos
un andlisis del efecto del déficit hidrico sobre la fisiologia de plantas de gulupa en estado
vegetativo, para esto se realizaron medidas de conductancia estomatica (gs), temperatura
foliar (TF), contenido de fotopigmentos, fluorescencia de la clorofila y reflectancia foliar. A
partir de esto se describen los posibles mecanismos, desde un aspecto fisiolégico,



empleados por esta especie en funcidon de la escasez de agua, encontrando asi una
respuesta asociada principalmente a lo descrito como evitacién pero que también presenta
rasgos de tolerancia, en donde en blsqueda de mantener las condiciones hidricas se
sacrifican procesos como el crecimiento.

Palabras clave: estrés hidrico; conductancia estomatica; tolerancia; evitacion;
fotopigmentos.



Introduccion

El efecto del calentamiento global en la disponibilidad de agua a nivel mundial es una
preocupacion constante (Urrutia & Vuille, 2009), siendo la sequia una de las mayores
amenazas enfrentadas por las plantas, afectando el proceso de desarrollo y crecimiento, y
generando a la larga disminucién en la productividad de especies de importancia agricola
(Lozano-Povis et al., 2021).

Distintos procesos fisioldgicos y bioquimicos estan involucrados en los mecanismos de
respuesta que las plantas poseen para hacerle frente a condiciones ambientales adversas
(Yang et al., 2021). La resistencia al déficit hidrico es el resultado de un proceso evolutivo
gue en ecosistemas naturales se asegura para conseguir el éxito reproductivo, y en
agroecosistemas para alcanzar una produccion alta, por lo que las estrategias entre las
especies que pertenecen a cada ecosistema difieren (Bodner et al., 2015).

Una de las primeras respuestas en observarse y medirse es el cierre estomatico, proceso
gue conlleva a la disminucidn en la transpiracion y que es utilizado como senal de que la
planta esta sintiendo los cambios ambientales (Farooq et al., 2009). Otro de los procesos
asociados a la respuesta a déficit hidrico es el cambio en los pardmetros asociados a la
fluorescencia de la clorofila, este nos muestra sobre el estado del fotosistemal ll, y se puede
asociar al estado del contenido de fotopigmentos (Mehta et al., 2010). Y, en afios mas
recientes se han establecido estudios de la firma espectral de cada especie y sus variaciones
en relacion con el ambiente (Chuvieco-Salinero, 2010).

Actualmente en Colombia un cultivo promisorio es la gulupa (Passiflora edulis Sims f. edulis)
(ASOHOFRUCOL, 2020), esta planta tiene la necesidad de un riego bien repartido durante
las distintas fases de su ciclo de crecimiento (Ocampo Pérez & Wyckhuys, 2012), puesto que
cambios en el régimen de riego puede llevar a disminucién en la productividad (Jiménez et
al., 2011). Se ha reportado que la gulupa, hablando sin distincion de variedades, reacciona
a condiciones de déficit hidrico a través de una serie de cambios que conllevan a mantener
el estatus hidrico de la planta y el uso eficiente del agua (Carr, 2013; Garcia-Castro et al.,
2017; Lozano-Montafia et al., 2021).

Se cree que la principal estrategia de respuesta expuesta por gulupa es la tolerancia
(Lozano-Montana et al., 2021), la cual se enfoca en una alta Eficiencia en el uso de agua o
WUE, que segun Passioura, 2002, junto con la toma de agua (WU — Water uptake) y el indice
de cosecha (HI — Harvest index) son los que definen la produccion. Hurtado-Salazar, Silva,
et al., (2020)realizaron un estudio de la respuesta de 11 accesiones de 4 especies distintas



de Passiflora a estrés por déficit hidrico y salino, encontrando distintos rangos de tolerancia
y clasificando a P. edulis Sims f. edulis como medianamente tolerante; indicando que
aquellas especies muestran una pronta regulacién de cierre estomatico, ajuste osmotico y
regulacion de la expresidn relacionada con la hormona ABA tiene potencial.

Pese a que hay distintos términos para describir el mecanismo o forma de respuesta de las
plantas al déficit hidrico. En este capitulo se utiliza el término tolerancia para nombrar la
estrategia de resistencia que se enfoca en cambios a nivel fisioldgico y bioquimico que
permiten mantener la tasa de crecimiento; y por otro lado la evasién para nombrar la
estrategia que se caracteriza por el cierre estomatico en busqueda de mantener las
relaciones hidricas de la planta, comprometiendo la tasa de crecimiento (Salehi-Lisar &
Bakhshayeshan-Agdam, 2016).

El objetivo de este capitulo fue evaluar los cambios en la conductancia estomatica, la
temperatura foliar, la fluorescencia de la clorofila a, la reflectancia a través de su huella
espectral y el contenido de clorofila, de plantas de gulupa sometidas a tratamiento de
déficit hidrico progresivo, y describir de esta manera algunos mecanismos de respuesta de
la planta.



Metodologia

Material vegetal y disefio experimental

El experimento se llevd a cabo durante los meses de agosto - septiembre del afio 2021,
donde se ubicaron plantas de gulupa de aproximadamente 3 meses de germinadas, con 5
hojas extendidas y sin zarcillos en los invernaderos ubicados en el Departamento de
Biologia, de la sede Bogota de la Universidad Nacional de Colombia. Dentro del invernadero
se manejaron condiciones climaticas controladas de humedad y temperatura, manteniendo
la humedad en un rango de 45 a 80%, con una media de 65% y la temperatura entre 14 y
32°C con una media de 18°C, durante la duracién del experimento. Se utilizé una mezcla de
suelo orgdnica que consistid6 en una proporcion 3:2:1 de tierra, arena y gallinaza,
respectivamente. Las plantas se mantuvieron en dptimas condiciones de agua y nutricion.

Los individuos fueron sometidos a un disefio experimental completamente aleatorio con
cuatro puntos de muestreo en el tiempo, 0, 5, 10 y 15 dias después de iniciado el
tratamiento (ddt). Los individuos se dividieron en dos tratamientos, Control con riego a
capacidad de campo (C), y Tratamiento de déficit hidrico de restriccién completa del riego

(E).
Mediciones de variables fisiolégicas

La conductancia estomatica (gs) y la temperatura foliar (TF) fueron medidas en las horas de
la mafiana (9:00 h) en cada uno de los puntos de muestreo (dia 0, 5, 10 y 15). Se tomaron
cinco individuos de manera aleatoria para cada tratamiento y se tomé una hoja del tercio
medio de la planta para realizar la medicién en la zona media de la hoja. Se usé el porémetro
portatil (SC-1, Steady State Diffusion Porometer, Decagon Services, USA) (Perez Martinez &
Melgarejo, 2015).

Se obtuvieron las medidas relacionadas con la fluorescencia de la clorofila a usando el
fluorémetro no modulado (Pocket PEA, Hansatech Instruments UK) y, al igual que con gs,
se tomaron 5 individuos por tratamiento y la hoja del tercio medio de cada planta. La
medicion se realizé tras la puesta del sol (19:00 h), y previo a esto se realizd un proceso de
adaptacion a la oscuridad de 20 minutos con clips de hojas (Hansatech). Se utilizé el
software PeaPlus para la lectura de los datos y analisis inicial de las variables asociadas a la
cinética de la fluorescencia (Banks, 2017; Hansatech, 2006)



El Contenido relativo de clorofila (CC) se estimd con ayuda del clorofilémetro portatil (SPAD-
502; Konica Minolta Sensing, Inc., Osaka, Japan), utilizando una hoja del tercio medio de 5
individuos por cada tratamiento en cada uno de los puntos de muestreo. Estos datos se
interpolaron a la curva de calibracién de la especie (Lozano-Montafia et al., 2021).

Las mediciones de reflectancia se realizaron con el espectro radiometro (Espectra evolution
1900) de rango completo PSR 3500 aplicando luz artificial en el rango de 350 a 2500 nm,
durante horas de la tarde, tomando una hoja por individuo, 5 individuos por tratamiento
para el ultimo dia de muestreo (15 ddt).

Contenido de Clorofilas y carotenoides

Para la determinacién del contenido de fotopigmentos en hojas, se tomaron hojas del tercio
medio de 3 individuos para cada tratamiento, en cada uno de los primeros tres puntos de
muestreo. Las muestras fueron conservadas en -80°C, protegidas de la luz. Posteriormente
se realizo el proceso de macerado con nitrégeno liquido y se tomd aproximadamente 50
mg de material por cada muestra, la cual fue utilizada para la realizaciéon del protocolo
Arcoiris introducido por Lépez-Hidalgo et al., (2021) en donde se obtuvieron valores de
absorbancia para 664, 649 y 470 nm que se utilizaron para tener los datos de concentracion
de Clorofila a, b, carotenoides y clorofilas totales segln las ecuaciones propuestas por
(Lichtenthaler, 1987).

Analisis estadistico

A los datos obtenidos de las variables fisioldgicas y bioquimicas se les sometieron a un
analisis normalidad, homocedasticidad y aleatoriedad para definir si se debia seguir el
camino paramétrico o no paramétrico. Una vez realizado esto se decide realizar un ANOVA
o la prueba de Kruskal Wallis para identificar diferencias para cada variable, seguido de
comparaciones multiples con la prueba de Tukey o Wilcoxon para obtener las diferencias
entre los tratamientos entre cada punto y cada variable. Los andlisis se realizaron con el
software Rstudio (version 4.2.1, 2022).

Los datos de fluorescencia de la clorofila se analizaron con ayuda del software PeaPlus
(Hansatech, England), en donde se realizé la curva OJIP para cada uno de los puntos de
muestreo y tratamientos segun lo descrito por Moreno et al., (2008). De las variables
relacionadas con la fluorescencia de la clorofila, se analizaron un total de 52 con un analisis
de componentes principales.



Por su parte, los datos de reflectancia se utilizaron para la obtencién de indices, descritos
en la tabla 1, para cada uno de los individuos de cada tratamiento en el Ultimo punto de
muestreo (15 ddt). Se aplicé la prueba de Kruskal Wallis para comprobar diferencias entre
los tratamientos.

Tabla 1. indices de vegetacion (Vis)
indice Férmula Fuente
indice de vegetacién de la NDVI=(R800—R680)/(R800 (Lichtenthaler et al., 1996)
diferencia normalizada + R680)
indice  fotoquimico de PRI=(R531-R570)/(R570+ (Gamon et al., 1997;

reflectancia espectral R531) Pefiuelas & Inoue, 1999)
indice de pigmento SIPI =(R800 - R445)/(R800 + (Penuelas et al., 2010)
independiente estructural R680)

indice de reflectancia de (Gitelson et al., 2003)

Antocianinas ARI = (1/R550) - (1/R700)

indice hidrico WBI = R900/R970 (Penuelas et al., 2010)

Resultados



Las variables fisioldgicas se analizaron por separado. Para cada conjunto de datos se
realizaron las distintas pruebas de normalidad, homocedasticidad y aleatoriedad, donde se
encontré que para todas se contaba con aleatoriedad y homocedasticidad, pero no con
normalidad, por lo que se prosiguié con un analisis estadistico no paramétrico, como se
precisé en la metodologia.

Conductancia estomatica

La primera variable evaluada fue la conductancia estomatica (gs). Como se observa en la
Fig. 3 hay una tendencia de disminucién en la conductancia para los individuos del
Tratamiento con déficit hidrico, desde el ddt 5. Desde este dia se encuentran diferencias
entre los tratamientos, segun la prueba de Wilcoxon de comparaciones multiples, con un p
< 0,05, lo que se mantiene para el ddt 10 en donde también se observan diferencias
significativas entre los tratamientos y se incrementa para el 15 ddt. Para el ddt O los datos

Co,
2

variaron en un rango de 187 a 132 mmoles de para el ddt 5 el rango los valores se

alejan teniendo un rango de variacién entre 66 y 173 mmoles de 222 para el ddt 10y 15

C
m2xs’
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m2xs m2xs
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gs varia en un rango de 51 — 232 mmoles de y 20 — 176 mmoles de

respectivamente. Los datos no tienen wuna distribucién normal, cuentan con
homocedasticidad y aleatoriedad.
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tratamientos para cada punto de muestreo, p<0,05 indica diferencias segun la
prueba de Wilcoxon. Las barras representan la desviacién estandar de la media con
un n =5,

Figura 3. Cambios en la conductancia estomatica (gs) en mmoles de

Temperatura foliar

La segunda variable que se evalud fue la temperatura de la hoja (TF), la cual sigue un
comportamiento opuesto a la conductancia estomatica (gs). En la figura 4 observamos una
tendencia de aumento de temperatura con diferencias significativas entre los tratamientos
desde el ddt 5 de muestreo con un p<0,05 segun la prueba de Wilcoxon de comparaciones
multiples. Para el ddt 10 se observa un aumento en la TF de los individuos del Control; sin
embargo, se mantienen diferencias significativas con respecto al Tratamiento por déficit
hidrico. Para el ddt 0 la TF varié dentro de un rango de 20 a 23 °C, en el ddt 5 con el aumento
de la Tf en el tratamiento el rango estuvo entre 21 y 24 °C; por su parte para el ddt 10y 15



el rango estuvo entre 22-26 °C y 21 - 26°C, respectivamente. Los datos no tienen una
distribucién normal, cuentan con homocedasticidad y aleatoriedad.
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Figura 4. Cambios en la temperatura foliar (TF) a los 0, 5, 10 y 15 dias después de
tratamiento (ddt) de déficit hidrico. C control, E estrés. Se muestra el valor p para
indicar presencia o no de diferencias significativas entre los tratamientos para cada
punto de muestreo, p<0,05 indica diferencias segun la prueba de Wilcoxon. Las
barras representan la desviacion estandar de la media con un n =5.

Foto pigmentos

El contenido relativo de clorofila (CC) por su parte se mantuvo dentro de un rango similar
entre los puntos de muestreo y no mostré diferencia significativa entre los tratamientos
para ninguno de los dias de muestreo (Fig 5). Los datos de CC se expresan en miligramo de

. Chl . .
clorofila por gramo de peso fresco (mg E) y tuvieron un rango de variacion similar para

., Chl
todos los puntos de muestreo, manteniéndose dentro de valores de 1,4 —2,1 mg Pyl Los

datos no tienen una distribucién normal, cuentan con homocedasticidad y aleatoriedad.
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Figura 5. Cambios en el Contenido relativo de clorofila (CC) a los 0, 5, 10 y 15 dias
después de tratamiento (ddt) de déficit hidrico. C control, E estrés. Se muestra el
valor p para indicar presencia o no de diferencias significativas entre los
tratamientos para cada punto de muestreo, p<0,05 indica diferencias segun la
prueba de Wilcoxon. Las barras representan la desviacién estandar de la media con
un n =5,

Por otra parte, a través de protocolos de extraccidn se obtuvieron valores de concentracién
de fotopigmentos en hojas. Al analizar los valores de concentracion de clorofila a se
encontrd que a lo largo de los puntos de muestreo no hay diferencias significativas entre
los tratamientos para cada punto (Figura 6), los valores de clorofila a para las distintas

. Chl . e,
muestras variaron en un rango de 0,38 a 0,63 mg PEY: estos datos siguen una distribucién

normal, con homocedasticidad y aleatoriedad.
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Figura 6. Cambios en el contenido de Clorofila a (mg/g PF), a los 0, 5, 10 y 15 dias
después de tratamiento (ddt) de déficit hidrico. C control, E estrés. Se muestra el
valor p para indicar presencia o no de diferencias significativas entre los
tratamientos para cada punto de muestreo, p<0,05 indica diferencias segun la
prueba de Tukey. Las barras representan la desviacién estandar de la media con un
n=3.

La clorofila b, seguin se puede ver en la figura 7, pese a no mostrar diferencias significativas
entre los tratamientos, para el ddt 5 y ddt 10 si muestra una tendencia a valores mas altos
para el tratamiento de estrés. Los valores de clorofila b variaron en el rango de 0,67 a 1,

Chl . el s - .
mg Py estos datos siguen una distribucidon normal, con homocedasticidad y aleatoriedad.
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Figura7. Cambios en el contenido de Clorofila b (mg/g PF), a los 0, 5, 10 y 15 dias
después de tratamiento (ddt) de déficit hidrico. C control, E estrés. Se muestra el
valor p para indicar presencia o no de diferencias significativas entre los
tratamientos para cada punto de muestreo, p<0,05 indica diferencias segun la
prueba de Tukey. Las barras representan la desviacion estandar de la media con un

n =3.

La concentracion de clorofilas totales (Fig. 8), no mostré tendencia al aumento para el
tratamiento con estrés ni mostré diferencias significativas entre los tratamientos evaluados.

. Chl . . o
Los valores observados variaron en unrangode 0,9a 2,7 mg Py siguiendo una distribucién

normal, con homocedasticidad y aleatoriedad.
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Figura 8. Cambios en el contenido de Clorofilas totales (mg/g PF), alos 0, 5, 10 y 15
dias después de tratamiento (ddt) de déficit hidrico. C control, E estrés. Se muestra
el valor p para indicar presencia o no de diferencias significativas entre los
tratamientos para cada punto de muestreo, p<0,05 indica diferencias segun la
prueba de Tukey. Las barras representan la desviacion estandar de la media con un
n=3.

Los carotenoides (Fig. 9) tampoco mostraron diferencias significativas entre los
tratamientos para cada punto de muestreo; sin embargo, para el ddt 10, hay una tendencia
para el tratamiento de estrés a ser mayor al control, los datos de concentracion de

carotenoides variaron dentro de un rango de 0,22 a 0,78 %, siguiendo una distribucion

normal, con homocedasticidad y aleatoriedad.
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Figura9. Cambios en el contenido de Carotenoides (mg/g PF), a los 0, 5, 10 dias
después de tratamiento de déficit hidrico. C control, E estrés. Se muestra el valor p
para indicar presencia o no de diferencias significativas entre los tratamientos para
cada punto de muestreo, p<0,05 indica diferencias segun la prueba de Tukey. Las
barras representan la desviacion estandar de la media con un n =3.

Fluorescencia de la clorofila

Dentro de los distintos valores que se pueden obtener con el fluorémetro no modulado, la
Eficiencia maxima cuantica del fotosistema Il (Fv/Fm) es uno de los primeros valores en
analizarse. Como se observa en la Figura 10 no se encuentran diferencias entre los
tratamientos dentro de los distintos puntos de muestreo, y los valores se mantienen
similares a lo largo del tiempo, variando en un rango de 0,79 a 0,83. Estos datos siguen una
distribucién normal, con homocedasticidad y aleatoriedad.



0.84 1
P=04 P=1 P=014 P=1

T R

0.82 1 ——=

Fv/IFm

0.811
1

0.80 1

0.791

Cddt0 Eddt0 Cddt5 Eddt5 Cddt10 Eddt10 Cddt15 E ddt15

Figura 10. Cambios en el Eficiencia cuantica del PSIl (Fv/Fm), a los O, 5, 10, y 15 dias
después de tratamiento (ddt) de déficit hidrico. C control, E estrés. Se muestra el
valor p para indicar presencia o no de diferencias significativas entre los
tratamientos para cada punto de muestreo, p<0,05 indica diferencias segun la
prueba de Wilcoxon. Las barras representan la desviacién estandar de la media con
un n =5,

El indice de desempefio Plags (Figura 11), similar a lo observado con la Fv/Fm, se mantiene
constante durante los tres primeros puntos de muestreo y no muestra diferencias
significativas entre los tratamientos con la prueba de Wilconxon con p<0,05. Sin embargo,
para el ddt 15 se puede observar una disminucidn en los valores de Plags, donde se tienen
diferencias significativas entre el tratamiento y control (p<0,05). Los valores para los
primeros dias se mantienen en un rango de variacion similar entre los puntos de muestreo,
manteniéndose entre 1- 3,8; mientras que para el ddt 15 el rango esta entre 0,7-2.
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Figura 11. Cambios en el indice de desempefio (Plass), alos 0, 5, 10 y 15dias después de
tratamiento (ddt) de déficit hidrico. C control, E estrés. Se muestra el valor p para
indicar presencia o no de diferencias significativas entre los tratamientos para cada
punto de muestreo, p<0,05 indica diferencias segun la prueba de Wilcoxon. Las
barras representan la desviacion estandar de la media con un n =5.

Como se menciond anteriormente, las variables asociadas a la fluorescencia de la clorofila
a son varias, por lo que tras haber realizado el andlisis separado sobre Fv/Fm y Plags se tomod
la tabla de datos obtenida con el fluorometro, en donde se tiene un total de 53 variables.
Se realizé un analisis de componentes principales PCA, en busqueda de aquellas variables
qgue expliquen en mayor medida la varianza de los datos. En la figura 12 podemos observar
los valores propios asignados a cada uno de los componentes. El componente 1 tiene un
valor propio de 54,6 y el componente 2 de 15,3, lo que agrupa alrededor del 70% de la
varianza total.

En la Figura 13 se puede apreciar graficamente el PCA, donde se observa una agrupacion de
las variables a lo largo de la componente 1; a su vez se puede apreciar que no hay una
agrupacion correspondiente a cada uno de los tratamientos y puntos de muestreo
estudiados.
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Figura 12. Diagrama de barras de los valores propios para el Analisis de componentes
principales con las variables asociadas a la fluorescencia de la clorofila a.
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Figura 13. PCA (Analisis de componentes principales) de los individuos con agrupacion
por tratamiento para cada punto de muestreo.



Teniendo en cuenta que graficamente no se observd agrupacién de los individuos, ni
influencia por parte de las variables en su distribucién se procedié a realizar un control de
calidad sobre los datos de los distintos individuos para las variables que corresponden a los
primeros componentes, en donde se determind que contaban con homocedasticidad y
aleatoriedad, pero no con normalidad. Se hizo un analisis de varianza no paramétrico con
la prueba de Wilcoxon para determinar diferencias entre los tratamientos. Para las dos
variables y en los 4 puntos de muestreo se obtuvieron valores de p > 0,05, por lo que se
confirmé que no existe diferencia significativa entre los tratamientos para las variables
relacionadas con la fluorescencia de la clorofila a.

Se prosiguid a realizar la curva de intensidad de la fluorescencia normalizada por la
fluorescencia basal Fo (Fig. 14); en esta curva se pueden observar 4 inflexiones principales
sobre la cinética de la fluorescencia de la clorofila a de los cuales recibe su nombre, curva
OJIP (Gaudio-Gomes et al., 2012). La cinética de la curva es muy similar entre los
tratamientos y como se observa en la figura 14 B, desde el ddt 5 hay una tendencia de los
valores del tratamiento bajo estrés a ser mayores tras el punto J de la curva; esto se ve con
mayor claridad en Figura 14 C; sin embargo, para el ddt 15 no se observan claramente las
diferencias entre los tratamientos. De igual forma, los valores de la fluorescencia se
mantienen dentro de los mismos rangos para todos los puntos y tratamientos.
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Figura 14. Curva OJIP (Intensidad fluorescencia vs logaritmo del tiempo (ms)) en plantas
de gulupa. C control, E estrés. Los valores son el promedio de 5 individuos por
tratamiento. C control, E estrés. A. ddt 5, B. ddt 5, C. ddt 10, D. ddt 15

Reflectancia

En la figura 15 se observa la curva de reflectancia para los individuos pertenecientes a
control y a estrés. Se encuentra que para las plantas estresadas los valores de reflectancia

son ligeramente mas altos que los de control.
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Figura 15. Huella espectral de plantas de gulupa (Passiflora edulis Sims f. edulis) dentro
del rango de longitudes de onda de 450 a 2500 nm. Cada curva corresponde al
promedio de 5 individuos para el ddt 15.

Por otra parte, con los valores de reflectancia se realizd la obtencién de distintos indices
gue se observan en la tabla 2 para los individuos control y estresados.

Tabla 2. Resultados para indices de vegetacion (VIs) para el ddt 15



Tratamiento NDVI (R800 — PRI (R531 - SIPI (R800 - ARI WBI
R680) / (R800 R570)/(R570 R445)/(R800 (1/R550) - R900/R970

+ R680) +R531) + R680) (1/R700)
Control 0,904 0,029 0,884 -0,012 1,018
Estrés 0,863 0,024 0,844 -0,007 1,019

Se obtuvo el indice NDVI que se relaciona con la biomasa y el area foliar. Como se observa
en la tabla 2 los valores mas altos de NDVI se encuentran en el control y estos se tienen
dentro del rango descrito para este indice ente -1 a 1 (Lichtenthaler et al., 1996), pero no
se tienen diferencias significativas segin la prueba de Kruskal-Wallis con respecto a las
plantas estresadas.

Los dos siguientes indices se relacionan con el ciclo de las xantofilas (PRI) y con el contenido
de fotopigmentos SIPI (Carotenoides y clorofila a), respectivamente. Los valores del PRI y
SIPI se ven levemente menores para las plantas bajo estrés, pero no son significativamente
diferentes a las plantas control segun la prueba de Kruskal-Wallis. ARI es un indice que se
relaciona con la concentracidon de antocianinas, esta muestra valores mayores para los
individuos estresados, pero no hay diferencia significativa con respecto al control segun la
prueba de Kruskal-Wallis. Finalmente, el indice WBI, que hace referencia al estado hidrico
de la planta, no muestra diferencias significativas entre los dos tratamientos.



Discusion

En este capitulo se estudio la influencia que tiene el déficit hidrico sobre ciertas variables
relacionadas con la fisiologia de plantas de gulupa. La baja disponibilidad hidrica al ser
censada genera cambios directa e indirectamente en la planta, y estas distintas respuestas
son una serie de eventos mediados por la transduccidn de seiales que puede ser observable
en un corto o largo plazo, dependiendo de la variable y especie estudiada. Generalmente
los cambios a corto plazo suelen ser fisioldgicos, mientras aquellos que toman tiempo son
los morfoldgicos y suelen proveer caracteristicas adaptativas (Maseda & Fernandez, 2006).
La conductancia estomatica es reconocida por ser el primer cambio fisiolégico observable
en plantas sometidas a déficit hidrico, proceso que se da debido a la disrupcién en el flujo
de agua en el continuo suelo-planta-atmésfera (Dubois & Inzé, 2020). Este es considerado
un rasgo propio de la estrategia de evasién, pues permite a las plantas mantener el estado
hidrico, pero limita la toma de CO, (Comstock, 2002). Como se ve en la Figura 3, desde el
ddt 5 se observan diferencias significativas entre el control y tratamiento en la conductancia
estomatica (gs) de las plantas de gulupa, que se van haciendo mas pronunciadas con el
decaimiento del porcentaje agua disponible en el suelo (Figura 16).
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Figura 16. Cambios en el Porcentaje de humedad en sueloalos 0, 5, 10, 15 dias después
de tratamiento (ddt) de déficit hidrico. Las barras representan la desviacion estandar
de la media conun n =5.

El comportamiento que se observa corresponde a aquellas especies que controlan la
apertura estomatica en respuesta a sefales quimicas, estas sefiales son emitidas por las
raices en busqueda de mantener el potencial hidrico y es conocido como Comportamiento
Isohidrico (Yang et al., 2021). En un estudio realizado por Ma et al., (2015) en arboles de
manzana tras 15 dias de déficit hidrico presentaron reduccion en la tasa fotosintética y en
la tasa de transpiracion, pero fue en los dias posteriores cuando la escasez de agua se
intensificé y donde hubo una afectacién en la actividad de la enzima RuBisCO y en Ia
eficiencia maxima potencial del fotosistema Il (Fv/Fm).

La limitacion estomatica es una de las causas principales en la disminucién de la tasa
fotosintética bajo déficit medio, esto se relaciona directamente con la baja disponibilidad
de CO; (Yang et al., 2021). Distintos estudios han reportado que el estrés por déficit hidrico
tiene un efecto negativo sobre la tasa fotosintética, se ha encontrado que la fotosintesis se
ve limitada por diferentes procesos, estomaticos y no estomaticos (Zhuang et al., 2020). En
este experimento, aunque no tenemos medidas directas de fotosintesis se puede inferir con
las demas variables medidas.

La utilizacidén de la energia luminica por el aparato fotosintético se puede ver comprometida
por la baja disponibilidad de agua, esto genera cambios en la distribucidn usual de la
energia, por lo que se ve un aumento en la disipacién por los canales no fotoquimicos: re-
emisién como fluorescencia y energia térmica (Mehta et al., 2010). Como se observa en la
figura 4, desde el ddt 5, hay un aumento en la temperatura foliar en el tratamiento bajo
estrés respecto al control, que podria ser interpretado como una disipacién de energia a
través de la generacién de calor.

A su vez, se puede explicar por el cierre estomatico que conlleva a un aumento en la
temperatura foliar, dado que el proceso de transpiracién es el principal factor de control de
la temperatura (Farooqg et al., 2009). El incremento en la temperatura puede generar
procesos de desnaturalizacién de proteinas especialmente de enzimas; ademas de posibles
alteraciones en la fotosintesis, respiracion, toma de iones, asi como otros procesos
metabdlicos (Bhargava & Sawant, 2013).

Por otra parte, el cierre estomatico puede causar un desbalance en las fases de la
fotosintesis, contribuyendo a la formacidn de especies reactivas de oxigeno que llegan a



comprometer la estabilidad de los cloroplastos, generando de esta manera alteraciones en
la utilizacion de la energia (Raja et al., 2017). Como se puede observar en la figura 10, en
nuestro experimento no se encontraron diferencias significativas entre la eficiencia
cuantica del PSII (Fv/Fm) del tratamiento y del control, es decir no hay reemision diferencial
de fluorescencia de la clorofila que se pueda atribuir a un efecto del déficit hidrico, por lo
que se infiere que no hay, en este punto del experimento, dafios en el aparato fotosintético
ni en la eficiencia del PSII.

Yi et al., (2016) reportan que bajo estrés por déficit hidrico severo se presenta limitacion de
la fotosintesis no estomatica, que afecta la funcionalidad del PSIl en plantas de algodén, y
esto genera valores menores de Fv/Fm que los obtenidos en nuestro estudio. Para gulupa,
todos los tratamientos mantienen los valores de Fv/Fm alrededor de 0,82, lo que
corresponde a valores esperados para plantas sanas, segun lo reportado por (de Brito et al.,
2011).

Gomes et al., (2012) reportan que para dos cultivares de Maracuya (Passiflora edulis f.
flavicarpa) tras 10 dias de déficit hidrico progresivo se presentaron diferencias significativas
en Fv/Fm entre el control y el tratamiento, teniendo valores menores a 0,75 para las plantas
sometidas al déficit, y que tras la rehidratacidon lograron recuperar valores similares al
control. Este comportamiento se asocia con que las plantas no cuentan con la capacidad
suficiente de proteccién frente al estrés, como si se ha presentado en otros estudios (Souza
et al,, 2018).

En los ultimos anos la fluorescencia de la clorofila se ha utilizado como marcador del efecto
del estrés sobre el aparato fotosintético (Ahmad et al., 2018; Xu et al., 2015). Valores bajos
de Fv/Fm indican una subutilizacion de la energia para el proceso fotoquimico, asi como en
la ausencia de cambios en Plags (Figura 11) y en las demas variables relacionadas con la
fluorescencia. En la figura 13 el analisis de componentes principales con las distintas
variables asociadas a la fluorescencia de la clorofila no muestra cambios entre los distintos
tratamientos en cada punto de muestreo.

Zhuang et al., (2020) reportan que la disminucién en los valores asociados a la fluorescencia
de la clorofila de plantas expuestas a déficit hidrico esta asociado a una reduccién en la
concentracion de clorofila, que a su vez esta relacionado con la capacidad fotosintética. En
nuestro estudio, como se puede observar en la Figura 8 durante los 15 dias de tratamiento
no hay cambios en la concentracion de clorofila en las plantas bajos tratamiento de estrés
en comparacion al control. Segin de Brito et al., (2011) no presentar cambios en la



concentracion de clorofila estd asociada a la estabilidad del PSII bajo tratamientos de déficit
hidrico.

La clorofila estd siendo continuamente metabolizada en plantas, y es un estimador de la
capacidad fotosintética y la produccion (Farooq et al., 2009). En un estudio de déficit hidrico
realizado en 13 variedades de trigo, se observé la diferencia que existe entre las variedades
susceptibles y resistentes, donde en estas ultimas los valores de contenido de clorofila
permanecian estables a diferencia de las variedades susceptibles (Zaefyzadeh et al., 2009).
En un estudio similar en avena, se observé la disminuciéon en el contenido de no solo
clorofila, si no también otros fotopigmentos como carotenoides (Wu et al., 2013). Esta
disminucion en el contenido puede darse por la dificultad de tomar micronutrientes del
suelo por el cierre estomatico, por lo que el mantener el contenido de clorofila en
condiciones de estrés es un signo de tolerancia (Yang et al., 2021).

En general, la curva de cinética de fluorescencia de la clorofila a tiene una fase de
incremento rapido durante el primer segundo del pulso de luz, que viene seguida de un
declive gradual de la fluorescencia durante los siguientes minutos. Esta primer fase rapida
se conoce como OJIP, y tiene cuatro inflexiones cuando se grafica contra el logaritmo del
tiempo (Figura 14), la primera inflexién conocida como O es el valor minimo de la
fluorescencia (Fo) la cual aparece alrededor de los 50 us, la segunda inflexion conocida
como J aparece a los 2 ms, la tercera inflexién se conocen como | que se desarrolla a los 20
ms y la cuarta inflexion como P que es la fluorescencia maxima (fm) que se aparece
aproximadamente alrededor del segundo 1 (Moreno et al., 2008).

La comparacién de las curvas OJIP para nuestros tratamientos en cada punto muestran la
cinética tipica descrita anteriormente, y que desde el ddt 5 se puede observar una tendencia
a mayores valores de fluorescencia en el tratamiento de déficit hidrico después del punto J
de la curva; lo que significa que hay una reduccién en el transporte de electrones.

Segun Moreno et al., (2008) en este punto los centros de recepcion de electrones, quinona
A, ceden los electrones a la quinona B, comenzado su proceso de reduccién. Un aumento
en los valores de la region J-P se atribuyen a una reduccién en el transporte de electrones
(Kalaji et al., 2016) por lo que se podria deducir que el déficit hidrico en las plantas de
gulupa estd causando interferencias en el transporte de electrones y dificultando la via
fotoquimica de la fotosintesis; sin embargo, como se menciond anteriormente no hay
diferencias significativas en los valores de Fv/Fm entre los tratamientos y estos se
encuentran cercanos a 0,82 por lo que no hay indicios de fotoinhibicién (Figura 10) (Lawlor
& Cornic, 2002).



Distintos autores aseguran que los parametros asociados a la curva OJIP son potenciales
indicadores de desbalances en el PSIl y en la cadena de transporte de electrones (Arslan et
al.,, 2020). Al analizar estas variables entre los tratamientos encontramos que no hay
variacion entre los tratamientos PCA (Figura 13), y aquellas variables que cargan el mayor
porcentaje de variacidon no cuentan con diferencias significativas entre los tratamientos.

A su vez, al comparar los valores de Plags, variable que expresa de manera global la
absorcién, atrapamiento y conversion de la energia en el PSIl, y que se reporta como
sensible frente a condiciones ambientales adversas (Bano et al., 2021) ; Kalaji et al., 2016),
no se encuentran diferencias significativas entre los tratamientos para ninguno de los
puntos de muestreo, como si se ha reportado para otros estudios en donde se presentan
valores menores de Plags en variedades sensibles al déficit hidrico (Cigek et al., 2019; Kalaji
et al., 2016; Zivcak et al., 2017).

Lauriano et al., (2006) aseguran que el fotosistema Il cuenta con una capacidad de
resistencia a las condiciones adversas causadas por la falta de agua en comparacion al
fotosistema |, y alteraciones en él ocurren Unicamente bajo condiciones extremas de
sequia. Bajo condiciones de sequia o de déficit hidrico se aumentan los procesos
productivos de los fotosistemas y se opta por ajustar la distribucidon de energia (Zivcak et
al., 2013), y pese a que no se observan cambios significativos durante los primero 15 dias
de corte de agua en Gulupa, la medicidn de la fluorescencia de la clorofila es un método dutil
para proyectar el efecto del estrés en plantas cuando no hay cambios visibles (Guha et al.,
2010), como se observa en otros estudios en donde ha sido posible diferenciar variedades
susceptibles y resistentes a sequia utilizando los pardmetros asociados a la curva OJIP
(Oukarroum et al., 2012; Strauss et al., 2006).

Para plantas del género Passiflora, (Gomes et al., 2012) reportaron que el fotosistema de
las plantas sometidas a déficit progresivo presenté un aumento en los valores de todos los
puntos de la curva OJIP, que se puede ver explicado por una disminucion en el transporte
de electrones tras la quinona A. Como ya se menciond anteriormente, esto esta relacionado
con el hecho de que el PSIl es mas tolerante al déficit hidrico que el PSI, asi que el efecto
del déficit se observa en la baja eficiencia de transporte de electrones hacia el PSI (Redillas
et al., 2011). A su vez las plantas del experimento de (Gomes et al., 2012), que fueron
sometidas a recuperacion, no mostraron una recuperacion total del fotosistema, perdiendo
la capacidad de reducir completamente la quinona A.



Por otra parte, la figura 15 muestra las curvas de reflectancia o huella espectral para los
distintos tratamientos. La huella espectral de una planta habla de su estado en un momento
especifico, por lo que bajo condiciones de estrés estos cambios pueden ser usados para
estimar el impacto (Pinter et al., 2003). Segun lo obtenido en la Figura 15 donde se ve las
curvas espectrales para cada uno de los tratamientos en el Ultimo dia de muestreo, existen
diferencias en los valores de reflectancia entre los tratamientos, teniendo valores mas altos
para las plantas estresadas en comparacién al control.

Con respecto a lo reportado en otros estudios, Caturegli et al., (2020) llevaron a cabo un
estudio sobre los efectos de déficit hidrico sobre la reflectancia en una especie de pasto,
encontraron que las curvas espectrales, al igual que nuestras plantas de gulupa, presentan
un aumento en los valores de reflectancia en plantas estresadas; para este punto de
muestreo (15 ddt) la disponibilidad de agua en el suelo para nuestras plantas de gulupa del
tratamiento de estrés se encontraba en 9,5%, a diferencia del 21,3% de agua disponible
para las plantas control.

En la figura 15, al igual que en lo reportado por Caturegli et al., (2020), hay cuatro puntos
notorios o depresiones de reflectancia en el rango de 750 a 2500 nm, estos estan ubicados
aproximadamente en 970, 1175, 1450 y 1950 nm (Jiang & Carrow, 2007). En las cuatro
longitudes de onda mencionadas se presentan descensos en los valores de reflectancia.
Otros estudios, en otras especies, se han reportado comportamientos similares para las
mismas longitudes de onda en estudios de déficit hidrico (Gonzalez-Fernandez et al., 2015;
Rallo et al., 2014), sugiriendo que estos presentan una relacién con el estado hidrico de las
hojas.

Zhou et al., (2021) encontraron que, tras 20 dias bajo déficit hidrico medio, arboles de limdén
presentaban valores de reflectancia menores en longitudes de onda cercanas a 450 nm y
660 nm, pero con un déficit mds severo la reflectancia incrementaba respecto al control,
principalmente en las longitudes de onda menores a 1420 nm. Por otra parte, Meza et al.
(2020), reportaron que bajo condiciones de estrés el pepino presenta valores menores de
reflectancia en condiciones de déficit, lo que se relaciona con los niveles de clorosis en las
hojas; a su vez reporta que para el rango entre 800-1000 nm las plantas sanas presentan
valores mayores de reflectancia. Como se ve en la Figura 15 para la gulupa esto se podria
asociar a una respuesta de tipo tolerante, con la acumulacion de solutos compatibles.

Son pocos los reportes sobre analisis espectrales de plantas del género Passiflora.
Fernandes et al. (2020), realizaron un estudio sobre los cambios en las sefiales espectrales
en diferentes estados de desarrollo de hojas de Passiflora edulis Sims. Segun lo descrito por



dichos autores, se presentan cambios en los valores de reflectancia de los distintos estados
de desarrollo de las hojas, lo que fue comparado con datos de concentracidon de
fotopigmentos y con la obtencién de distintos indices de vegetacidn, reportando que los
indices NDVIy WBI son de los que mas aportan a la variacidn entre los estados de desarrollo.

Sterling & Melgarejo, (2020) encontraron que, para los indices empleados en su estudio en
plantas de caucho, existe una diferencia en el tiempo de presencia del estrés para generar
cambios. Esto se observa en la tabla 2, donde para los distintos indices calculados hay
aquellos que se encuentran mas alejados entre si que otros para cada tratamiento.

Sin embargo, cada indice indica algo distinto y en este caso se realizé el cdlculo de 5 indices.
El NDVI es uno de los indices de reflectancia mas comunes y se relaciona con el estado de
la planta vy se utiliza como indicador de estrés (Jiang & Carrow, 2007). Caturegli et al. (2020),
encontraron una disminucidn progresiva en los valores de NDVI con respecto a la baja
disponibilidad de agua en el suelo, al igual que Zhou et al., (2021). Este indice a su vez se ha
relacionado con las propiedades biofisicas de la planta como area foliar y biomasa fresca,
por lo que su interpretacién se hace de la mano con el estado de biomasa en hojas y de
contenido de clorofila (Fernandes et al., 2020).

PRI permite estimar la eficiencia en el uso de la luz, detectando cambios en la epoxidacidn
de pigmentos del ciclo de las xantofilas, que cambian rapidamente en respuesta a las
condiciones ambientales (Frank & Brudvig, 2004). El indice SIPI indica la proporcién total de
foto pigmentos en relacién con la clorofila, teniendo en cuenta los cambios estructurales
gue se pueden presentar (Pefiuelas & Inoue, 1999), y a ARI que es el indice de reflectancia
de antocianinas.

Estos tres indices no tuvieron diferencias significativas entre estrés y control en nuestro
experimento; sin embargo, muestran una tendencia a tener valores menores. Zhou et al.,
(2021) encontraron que PRI es un indice mas sensible a estrés temprano debido a su
relacion con procesos fotosintéticos, aunque en nuestro trabajo no se observd ninguna
diferencia significativa entre los tratamientos. Segun lo reportado por Fernandes et al.,
(2020), estos indices son buenos indicadores de la concentracién de fotopigmentos en hojas
de maracuya.

Finalmente, WBI no mostré diferencias significativas entre los tratamientos. Este indice
muestra especificamente el contenido hidrico del tejido vegetal, por lo que las plantas
estresadas de gulupa no presentarian una reduccion en las condiciones hidricas de la hoja
para el ddt 15. Zhou et al., (2021) encontraron que WBI presenta mejores relaciones con el



contenido hidrico foliar tras la degradacion de la clorofila, cuya absorbancia puede influir
en los valores de WBI, siendo capaz de detectar el estrés antes que indices como NDVI.

Las plantas de gulupa no muestran diferencias significativas en la comparacién de los 5
indices estudiados; pero si se encuentran valores menores en las plantas estresadas que a
su vez podria asociarse a que 15 dias de estrés no fueron suficientes para que la planta
presentara cambios fisiolégicos notorios debido a la naturaleza de su mecanismo de
respuesta (Lozano-Montafia et al., 2021), teniendo que para este ultimo punto las plantas
no han llegado al punto de inicio de la fase agotamiento y estan llevandose a cabo procesos
para resistir el déficit hidrico.

Esta ausencia de cambios en las distintas variables asociadas a fluorescencia de la clorofila
a y a contenido de clorofila, se pueden extrapolar a un mantenimiento de la tasa
fotosintética que esta mediado por el tipo de respuesta que tienen las plantas (Bhargava &
Sawant, 2013; en el caso de la gulupa el evitar cambios en los procesos al mantener el
estado hidrico de la planta probablemente pertenece a la estrategia de tolerancia (Salehi-
Lisar & Bakhshayeshan-Agdam, 2016), que en conjunto con otras estrategias bioquimicas y
moleculares podrian conllevar a tolerancia al estrés. De igual manera, la respuesta de las
plantas es un proceso complejo que varia en un rango de eventos fisiolégicos, morfoldgicos,
fenoldgicos, bioquimicos y moleculares (Nezhadahmadi et al., 2013) por lo que algunos
autores consideran que las plantas responden al estrés con una combinacién de las
estrategias (Alam Khan et al., 2013).



Conclusiones

Dentro de los 15 dias del experimento se pudo observar que la baja disponibilidad hidrica,
menos del 10% de humedad en el suelo, genera rdpidamente cierre estomatico y aumento
en la temperatura foliar; pero, otras variables relacionadas con el estado del fotosistema,
fluorescencia de la clorofila a y contenido de clorofila permanecen estables, asi como la
huella espectral, lo que sugiere una capacidad evitativa, al menos, al nivel de estrés al que
se encuentra enfrentada.

Estos resultados estan principalmente enfocados en la pronta respuesta al déficit hidrico.
Donde se encuentran cambios en la expresidén de diferentes genes relacionado con gran
variedad de procesos, esto previo a presentarse cambios en las variables fisioldgicas
medidas. Esto habla de cémo los cambios a nivel molecular se presentan con anticipacién,
incluso de dias, de los procesos fisioldgicos que median.

Se observaron varios rasgos de evitacion al estrés por déficit hidrico en las plantas de
gulupa, estos rasgos buscan evitar la pérdida de agua y permitir el funcionamiento de los
procesos metabdlicos de la planta; sin embargo, debido a la capacidad de mantener
constante el contenido de fotopigmentos es posible que las plantas de gulupa cuenten con
ciertas caracteristicas del mecanismo de respuesta tolerante, lo que se debe estudiar mas
a profundidad analizando la acumulacién de solutos compatibles.



Capitulo 2

Estudio de la expresion diferencial de genes durante la respuesta a estrés por déficit
hidrico en plantas de gulupa (Passiflora edulis Sims f. edulis) en estado vegetativo.

Abstract

The gulupa crop in Colombia has gained importance in recent years, its production and
exports continue to grow, as well as investment in it. The water deficit generated because
of climate change is a threat to the production of this and other crops. The mechanisms of
response to changing environmental conditions are mediated by changes in the
transcriptome of an individual, these changes can lead to revealing resistance strategies
mediated by the expression of response genes, for gulupa these mechanisms are poorly
known, so, with the help of next-generation sequencing (NGS) tools, we analyzed the
changes in the transcriptome of gulupa leaves in response to water deficit treatment. When
comparing control versus treatment plants, it was found that the changes in expression are
related to those observed at the physiological level. And that transcriptional modulation is
focused on terms of ABA signaling, growth, and modulation of reactive oxygen species, and
the antioxidant system that leads plants to show some tolerance to stress.

Keywords: water deficit; transcriptome; differential expression; ROS; ABA.

Resumen

El cultivo de gulupa en Colombia ha ganado importancia en los Ultimos afios, su produccién
y exportacion siguen creciendo, asi como la inversion en este. El déficit hidrico generado
como consecuencia del cambio climatico es una amenaza para la produccidn de este y otros
cultivos. Los mecanismos de respuesta frente a las condiciones cambiantes del ambiente
estdn mediados por cambios en el transcriptoma de un individuo, estos cambios pueden
llevar a revelar estrategias de resistencia mediadas por la expresidn de genes de respuesta;
para la gulupa estos mecanismos son poco conocidos, por lo que, con la ayuda de
herramientas de secuenciacién de nueva generacion (NGS), se analizé los cambios en el
transcriptoma de hojas de gulupa en respuesta al tratamiento por déficit hidrico. Al
comparar a las plantas Control contra tratamiento Estrés se encontrd que los cambios en la
expresion estan relacionados con aquellos observados a nivel fisiolégico. Y que la
modaulacion transcripcional estd enfocada en términos de sefializacién por ABA, crecimiento
y modulacion de las especies reactivas de oxigeno y el sistema antioxidante que llevan a las
plantas a mostrar cierta tolerancia frente al estrés.

Palabras clave: déficit hidrico; transcriptoma; expresién diferencial; ROS; ABA



Introduccion

El cultivo de gulupa se encuentra en 24 de los 32 departamentos de Colombia, cuya
produccidn se ha visto en aumento en los Ultimos afios y se ha posicionado como la tercera
especie en fresco mas exportada del pais. Ha alcanzado producciones anuales de 8.000 ton,
siendo sus principales destinos Holanda, Bélgica y Reino Unido (ASOHOFRUCOL, 2020). El
crecimiento de la importancia de este cultivo se ha visto acompaiiado de la necesidad de
estudios sobre su interaccién con el ambiente (Hurtado-Salazar, Pereira et al., 2020).

El déficit hidrico es una amenaza para muchos cultivos, presentando una mayor incidencia
con el incremento de las consecuencias que acarrea el calentamiento global (Ponce, 2020).
Su impacto en el caso particular de plantas de gulupa es negativo sobre el crecimiento, lo
que lleva a la disminucion en el nimero y tamafio de frutos (Jiménez et al., 2011). Se ha
reportado que este impacto en el crecimiento es un efecto de la estrategia utilizada por la
planta para hacerle frente a la baja disponibilidad hidrica (Lozano-Montafia et al., 2021).

Las plantas tienen diversos mecanismos de respuesta frente a la escasez de agua. Estos
mecanismos estan mediados por una reprogramacién transcripcional en donde hay una
activacidon y/o supresion de la expresion de genes, los cuales se conocen como genes de
respuesta (Yang et al., 2021). Esta reprogramacion lleva a un cambio en la fisiologia y
desarrollo en la planta (Lamers et al., 2020) como se describié en el primer capitulo.

La reprogramacion transcripcional estd mediada por la participacién de factores de
transcripcion que con su regulacion llevan a la activacion o inhibiciéon de vias metabdlicas
especificas (Rolly etal., 2021). Segun lo reportado en estudios de estrés para otras especies,
la fitohormona ABA tiene un papel fundamental en la respuesta frente al déficit hidrico pues
inicia la cascada de sefializacién que lleva a respuestas como el cierre estomatico
(Vanwallendael et al., 2019). Sin embargo, este no es el Unico camino observado, pues hay
genes cuya activacién no dependen del ABA y conllevan a otros cambios a nivel fenotipico
(Yang et al., 2021).

Con ayuda de tecnologias desarrolladas en afos recientes como es la secuenciacién de
nueva generacion (NGS) se ha acelerado el descubrimiento de genes relacionados con
procesos de respuesta a estrés (Chen et al., 2014). Estudios de RNA-seq se han hecho en
organismos modelo como Arabidopsis thaliana, asi como en especies no modelo, lo que ha
permitido tener gran cantidad de informacidon cuantitativa y de alta calidad sobre la
expresion de genes en distintas condiciones (Filichkin et al., 2010).



Por lo que para comprender los mecanismos moleculares de respuesta de las plantas de
gulupa durante su exposicidn a déficit hidrico, se tuvo como objetivo realizar un analisis de
expresion diferencial de genes durante el tratamiento de corte de agua y déficit hidrico
progresivo en estas plantas, a través del uso de RNA-Seq, comparando con plantas en
condiciones de buena irrigacién.



Metodologia

Tratamiento y toma de muestras

Como se menciond en el capitulo 1, se sometieron plantas de gulupa a un tratamiento de
estrés por déficit hidrico durante 15 dias. Se realizaron 4 puntos de muestreo para las
variables fisioldgicas (0, 5, 10 y 15 dias después de tratamiento ddt) y 3 para la toma de
muestras para el RNA-seq, para cada tratamiento (control y estrés). Se tomaron hojas de
tres individuos escogidos aleatoriamente dentro de cada tratamiento y se conservaron
debidamente marcadas en nitrégeno liquido hasta ser almacenadas a -80°C para su
posterior procesamiento.

Procesamiento de muestras y extraccion de RNA

Las muestras luego de almacenadas a -80°C fueron maceradas con nitrégeno liquido. Se
tomaron 100 ng de material macerado y se colocaron en tubos eppendorf debidamente
marcados. Al tener todas las muestras maceradas se realizé la extraccion de RNA total
utilizando el kit de extraccién InviTrap® Spin Plant RNA Mini Kit (INVITEK), siguiendo el
protocolo del fabricante. Tras el ultimo paso del protocolo, donde se obtiene el RNA en
agua libre de RNAsas se midié la concentracién de cada muestra junto con valores de
absorbancia para determinar la calidad de la muestra (Nanodrop Technologies, Wilmington,
DE, USA).

De acuerdo con la concentracion de cada muestra se utilizaron 500 ng para realizar geles
de agarosa al 0,6% para electroforesis y observar la integridad del RNA. Segun lo obtenido
para cada muestra en cuanto a concentracioén, los valores de la relacidn de absorbancia de
260/280nmy 260/230nm, y la integridad de la molécula, se escogieron 12 muestras de 15,
3 de cada tratamiento para cada punto en los 5 ddt y 10 ddt. Estas muestras se prepararon
para envido de acuerdo con las recomendaciones de la empresa encargada de la
secuenciacion (Macrogen, Corea del Sur).

Secuenciacion y procesamiento de librerias

Macrogen siguid un flujo de trabajo de 4 pasos que inicid con la preparacién de las muestras
al realizar pruebas de calidad para obtener datos de concentracion y RIN. Estas muestras
fueron utilizadas para la construccién de librerias con el kit TruSeq Stranded mRNA LT
Sample Prep Kit para realizar la secuenciacién con la plataforma llumina®, la cual fue en



doble sentido con una profundidad de 30°000.000 lecturas. El resumen de cada libreria se
encuentra en el anexo 1.

Se recibieron las librerias correspondientes para cada muestra y con ayuda del Laboratorio
de Biologia Computacional de la Facultad de Ciencias se realiz6 el preprocesamiento de las
librerias, el control de calidad, el ensamblaje de novo guiado, la anotacién contra la base de
datos PFAM (Protein Family) y la posterior construccién de las tablas de conteo.

Analisis de expresidn diferencial

A partir de los datos de conteo obtenidos para cada libreria se construyé una tabla de
conteo con un ID_TRINITY. Sobre esta tabla se realizaron filtros; primero se eliminaron
aquellas filas que contenian transcritos sin lecturas para ninguna libreria, por lo que se pasé
de un total de 1,048,575 transcritos a 974,870 transcritos. Posteriormente, se eliminaron
aquellas filas repetidas, quedando 230,709 transcritos.

A su vez se dejaron Unicamente los transcritos que contaban con correspondencia en la
base de datos PFAM y tenian un valor e menor a 0,001 (Alborzi et al., 2017), contra la cual
se hizo una primera anotaciéon. En este punto se tenia 73.645 genes. A esta matriz se le
eliminaron los genes con lecturas mayores a 100.000 y aquellos que no tenian varianza, por
lo que el analisis de expresidn se realizé con un total de 73.643 genes.

A partir de la matriz de expresion construida y filtrada se realizé un analisis de expresion
diferencial, utilizando el software R. Se escogio la libreria DESeq 2 de Bioconductor (Huber
et al., 2015; Love et al., 2014). Se evalud a través de un PCA la agrupacion de las librerias
segln sus respectivos grupos. Con DeSeq2 se corrieron dos andlisis comparando los
tratamientos en el ddt 5 y 10, evaluando diferencias entre tratamientos al ajustar cada
secuencia a un modelo lineal generalizado MLG y probando la hipétesis de expresion
diferencial con la prueba de maxima similitud y la correccion de dispersién de apeglm (Zhu
et al., 2019). Se escogieron los genes diferencialmente expresados bajo el criterio de FDR o
tasa de falsos positivos menor al 10 %, LFC o Log2 Fold Change mayora 1 o menora -1, valor
p <0,05 (Love et al., 2014).

A partir de las listas de secuencias diferencialmente expresadas para cada punto de
muestreo se realizd el respectivo enriqguecimiento con la plataforma dcGO
(http://supfam.org/SUPERFAMILY/dcGO), en donde se puede realizar una clasificacién
segun la funcién molecular, el componente celular o el proceso biolégico (Fang & Gough,



http://supfam.org/SUPERFAMILY/dcGO

2013a). El enriquecimiento se realizé por separado para las muestras del ddt 5 y 10. Se
tuvieron en cuenta aquellos términos con valor p menor a 0,05 y con FDR menor a 0,05.



Resultados

Tras realizar el protocolo de extraccion de RNA se prosiguido a obtener los datos de
concentracion y calidad de cada muestra. En la tabla 3 se aprecia en las diferentes columnas
el ID de cada muestra, la concentracidn en ng/ul, los valores de absorbancia a 260 y 280nm,
y la tasa entre la absorbancia a 260/280 y 260/230 nm. En el ID de cada muestra el nimero
acompafiante de P corresponde al punto de muestreo (ddt), la C o E al tratamiento (control
y estrés, respectivamente), y el nUmero acompafante a la réplica.

Para el primer grupo de muestras, correspondientes al ddt 0 de tratamiento control (P1C1,
P1C2, P1C3) se obtuvieron concentraciones mayores a 1100 ng de RNA por microlitro, con
valores mayores a 2,0 para las tasas 260/280 y 260/230nm. Por su parte, el segundo grupo
correspondiente al ddt 5 de control (P2C1, P2C2, P2C3) y estrés (P2E1, P2E2, P2E3) contd
con concentraciones dentro del rango de 202 a 1032 ng RNA/uL, y valores de 260/280 y
260/230nm cercanos a 2,0. Las muestras P2C2, P2C3 y P2E2 tuvieron valores menores a 2,0
para la tasa 260/230nm.

Finalmente, para el grupo de muestras correspondiente al ddt 10 de control (P3C1, P3C2,
P3C3) y estrés (P3E1, P3E2, P3E3), se obtuvo una concentracién minima de 492 ng RNA/ul
y maxima de 1147,9 ng RNA /ul, con valores mayores a 2,0 en la tasa 260/280nm. Las
muestras P2E2 y P2E3 fueron las Unicas en tener valores menos de 2,0 para la tasa
260/230nm.

Tabla 3. Calidad de muestras de RNA enviadas a secuenciacion



Muestra  [RNA] (ng/ul)  260nm 280nm  260/280  260/230

P1C1 1447,7 36,19 17,25 2,1 2,02
P1C2 1910,6 47,76 22,52 2,12 2,23
P1C3 1170,5 29,26 13,90 2,1 2,18
P2C1 621,8 15,54 73,98 2,1 2,15
P2C2 202,8 5,07 24,38 2,08 1,96
P2C3 230,1 5,75 27,64 2,08 1,86
P2E1 697,5 17,47 83,57 2,09 2,05
P2E2 351,7 8,79 41,92 2,1 1,97
P2E3 1032,5 25,81 12,59 2,05 2,02
P3C1 850 10,08 10,08 2,11 2,1
P3C2 1147,9 28,69 13,50 2,13 2,22
P3C3 1163 29,07 13,83 2,1 2,04
P3E1 567 14,17 67,98 2,09 2,03
P3E2 523,7 13,09 63,19 2,07 1,87
P3E3 492,7 12,31 60,67 2,03 1,95

Al realizar el gel de electroforesis (Fig. 17) se encontré con que todas las muestras
presentaban 4 bandas, variando la intensidad de cada una. La banda de mayor peso
presente en todas los canales corresponde a contaminacion de DNA, la segunda y tercera
banda corresponden a RNA en 28S y 18 S, respectivamente y la ultima banda a RNA
degradado, 5S.



= . »
P1C1 P1C2 P1C3 P2C1_ P2C2 P2C3 P2E1 P2£5 P2E3 P3C1  P3C2 P3C3 P3E1 P3E2 P3E3
St Qu— S e S Cu—

et S_— o -
b 4 -

Figura 17. Gel de electroforesis de las muestras usadas para secuenciacion.

El resumen de la estadistica general de las librerias secuenciadas por Macrogen, previas al
procesamiento necesario para el ensamblaje del transcriptoma se pueden observar en el
anexo 1.

Andlisis de expresion

Se obtuvo una tabla de conteo con el PFAM_ID (Mistry et al., 2021) y el conteo de lecturas
para cada libreria. A partir de esta matriz de conteo se realizé el analisis de expresidon
diferencial con la libreria DESeq2. Como se observa en la figura 18, al construir un analisis
de componentes principales de las librerias, éstas se comportan de manera similar entre los
tratamientos designados como control C, tratamiento de Estrés E, y punto de muestreo
(ddt), exceptuando las librerias P3C1 y P3E1, que se agrupan entre si y se separan de sus
grupos, por lo que al correr el andlisis de expresion diferencial se descartaron estas dos. La
primera componente del PCA explica el 16,8% de la variacién y la segunda el 13,6%. Cada
componente se ve explicada por aquellos genes que otorgan variacion entre las librerias.
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Figura 18. PCA sobre las librerias utilizadas en la tabla de conteo para el analisis de
expresion diferencial

Al realizar la comparacién del tratamiento con Estrés contra el control en el ddt 5 se
obtuvieron un total de 2.450 genes diferencialmente expresados (GDE) de los 73.643
sometidos al andlisis, lo que corresponde al 3,4% del total de los genes analizados.

Segln lo obtenido en la figura 19 y en la lista de GDE, hay un menor niumero de genes con
un Log Fold change < -1 y valor p <0,05 (1730 en total) ubicados en la parte inferior de la
grafica, comparado con aquellos genes con un log Fold change > 1y valor p < 0,05 (720 en
total).
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Figura 19. MAplot (Media de conteos normalizados entre tratamientos en el ddt 5 vs
log Fold change)

Dentro del total de genes diferencialmente expresados entre los tratamientos para el ddt 5
se encontrd que las 4 con menor valor p fueron las observadas en la figura 20. Se observa
gue todas muestran una disminucién en los conteos normalizados en el control en
comparacion con el tratamiento de estrés, lo que corresponde con lo observado en la figura
19. La lista completa de genes diferencialmente expresados para el ddt 5 se encuentra en
el anexo 2.

El gen TRINITY_GG_782 c10_g1 i51 corresponde al codigo PF08041, la cual corresponde a
una familia de complejos proteicos que son una subunidad del citocromo b6f. Son
altamente activos en la transferencia de electrones desde la 10-plastoquinona a la
plastocianina oxidada (Pierre et al., 1995).

El gen TRINITY_GG_6751 c17 gl i4yelgen TRINITY_GG_6751 c17 g1 i10 corresponden
al codigo PF00025, el cual es un factor de ribosilacion ADP, que es parte de la familia de
proteinas de unién a GTP (Boman & Kahn, 1995).

Por ultimo, el gen TRINITY_GG_6269_c3 gl i1l corresponde al cédigo PFO0036 que estd
anotado como Mano EF, que corresponde a una proteina de unién a calcio (Nakayama et
al., 1992).
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Figura 20. Comparacion de conteos normalizados entre tratamientos (c =control y e=
estrés) para el ddt 5, de los 4 genes con menor valor p.

Por otra parte, al comparar los tratamientos para el ddt 10 se encuentra que se tiene un
total de 2931 genes diferencialmente expresados, 1662 con un log Fold change < - 1y valor
p < 0,05y 1269 con un log Fold change >1 y valor p < 0,05. Esto se puede observar en la
figura 21.
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Figura 21. MAplot (Media de conteos normalizados entre tratamientos en el ddt 10 vs
log Fold change)

Dentro de los genes diferencialmente expresados, los 4 con menor valor p fueron los que
se encuentran en la figura 22. De igual manera que en el ddt 5, la mayoria muestran un
incremento en los conteos normalizados para el estrés en comparacion con el control.

El gen TRINITY_GG_777_c951 g1 i1 correspondiente al cddigo PFO0046 que anota un
dominio estructural proteico conocido como Homeodominio de pliegue, cominmente
hallado en factores de transcripcién (Gehring, 1992). Por su parte, el gen
TRINITY_GG_1676_c22 gl i4 correspondiente al cédigo PFO0967, dentro de la base de
datos de PFAM (Mistry et al., 2021), anota al dominio proteico Barwin, que tiene como
funcién la unidn a sacaridos, proceso comun en los mecanismos de defensa de las plantas
(Svensson et al., 1992).

El gen TRINITY_GG_433 cl gl i5 corresponde al cédigo PF08241, reportado como un
dominio metil-transferasa dependiente de SAM, que estd involucrado en el proceso de
regulacion génica (Zhang & Cheng, 2003). Por ultimo, el gen TRINITY_GG_6738 ¢c187 gl _i2
correspondiente al cédigo PF0O0182, anota a una enzima con funcién quitinasa o hidrolasas,
participes en los procesos de respuesta a ataque de insectos (Davies & Henrissat, 1995;
Flach et al., 1992).
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Figura 22. Comparacion de conteos normalizados entre tratamientos (c =control y e=
estrés) para el ddt 10, de los 4 genes con menor valor p.

Se-01
]

Por otra parte, la figura 23 muestra la cantidad de genes diferencialmente expresados entre
controles y tratamiento de estrés, compartidos entre el ddt 5 y ddt 10 y diferenciados por
LFC.

Entre el ddt 5y 10 con LFC >1 se comparten 20 genes, y aquellos con LFC <-1 190. Entre ddt
5 con LFC>1y ddt 10 con LFC <-1 24. De ddt 5 con LFC < -1y ddt 10con LFC >1 79. La mayor
cantidad de genes se encuentran en el ddt 5 con LFC <-1 que corresponde a genes regulados
a la baja, y el menor corresponde al Pt ddt 5 ddt 10 con LFC >1, siendo términos regulado al
alza.

Por otro lado, al comparar dentro del ddt 10, encontramos que hay una mayor cantidad de
genes con LFC <-1, que corresponde a genes regulados a la baja, en comparacién a aquellos
con LFC> 1.



ddt10 LFC > 1 ddtlO LFC < -1

ddt5 LFC > 1 ddt5 LFC < -1

Figura 23. Diagrama de Venn comparando las listas de genes diferencialmente
expresados (SDE) del ddt 5y 10.

En la tabla 4 se observan los primeros cinco términos con mayor enriquecimiento segun la
lista de genes diferencialmente expresados para el ddt 5 para el tratamiento de estrés en
relacidn con el control, que tienen LFC <-1 y valor p <0,05 (la lista completa se encuentra en
el anexo 3). En estos términos se observa aquellos relacionados con proceso bioldgico,
componente celular y funcion molecular. Al ser aquellos términos enriquecidos por los
genes diferencialmente expresados con LFC <-1, son términos regulados a la baja o down-
regulated.

Tabla 4. Términos enriquecidos segin dcGO de GDE en el ddt 5 para genes con LFC < -1

Término de ontologia génica  Valor p Término GO
Proceso biolégico ' plant organ development 1.79E-19 G0:0099402
root system development 1.32E-10 G0:0022622
reproductive shoot system 2.04E-09 G0:0090567
development
plant epidermis development 5.79E-09 G0:0090558
embryo development ending 4.04E-08 G0:0009793
in seed dormancy




Componente plasmodesma 7.02E-08 G0:0009506

celular chloroplast stroma 1.48E-06 G0:0009570
plant-type cell wall 1.53E-06 G0:0009505
cellular bud 2.29E-05 G0:0005933
plastid envelope 1.54E-04 G0:0009526
Funcién disulfide oxidoreductase 3.51E-05 G0:0015036
molecular activity
NAD binding 4.62E-05 G0:0051287
vitamin B6 binding 5.24E-05 G0:0070279
transferase activity, 2.47E-04 G0:0016769
transferring nitrogenous
groups
protein 3.28E-04 G0:0004712

serine/threonine/tyrosine
kinase activity

En la tabla 5 se observan los primeros cinco términos con mayor enriquecimiento segun la
lista de genes diferencialmente expresados para el ddt 5 que tienes LFC >1 y valor p <0,05.
En estos términos se observa aquellos relacionados con proceso biolégico, componente
celular y funcién molecular. Estos términos enriquecidos por los genes diferencialmente
expresados con LFC >1, son términos up-regulated o regulados al alta. A diferencia de la
tabla 4, en la tabla 5 se observan término de ontologia génica relacionados con respuesta a
estimulos externos.

Tabla 5. Términos enriquecidos segun dcGO de GDE en ddt 5 para genes con LFC > 1

Término de ontologia Valorp Término GO
génica

Proceso biolégico  plant organ development 1.87E-11 G0:0099402
root system development 3.60E-08 G0:0022622
mitotic cytokinesis 2.56E-07 G0:0000281
response to water 3.42E-07 G0:0009415
response to abscisic acid 8.32E-07 G0:0009737

Componente cellular bud 6.97E-07 G0:0009506

celular chloroplast stroma 1.91E-06 G0:0009570
pericentric ‘ 0.0569 G0:0005721
heterochromatin
cis-Golgi network 1.59E-04 G0:0005801
chloroplast thylakoid 5 37E-04 G0:0009535
membrane

Funcidén vitamin B6 binding 2.20E-05 G0:0070279

molecular phosphatidylinositol-3,4,5- = 7.26E-05 G0:0005547

trisphosphate binding


https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0009415

ADP binding 9.72E-05 G0:0043531

anion: anion antiporter 9.72E-05 G0:0015297
activity
alcohol dehydrogenase 2.85E-04 G0:0008106

(NADP+) activity

En la tabla 6 se observan los primeros cinco términos con mayor enriquecimiento segun la
lista de genes diferencialmente expresados para el ddt 10 que tienen LFC < -1 y valor p
<0,05. Estos términos enriquecidos por los genes diferencialmente expresados con LFC < -
1, es decir términos regulados a la baja o down-regulated.

Tabla 6. Términos enriquecidos segin dcGO de GDE en el ddt 10 con LFC < -1.

Término de ontologia Valor p Término GO
génica
Proceso biolégico  plant organ development @ 2.35E-17 G0:0099402
reproductive shoot 6.23E-10 G0:0090567
system development
root system development 2.09E-09 G0:0022622
emt?ryo' development 1 60E-08 G0:0009793
ending in seed dormancy
response to water 1.60E-08 G0:0009415
Componente plasmodesma 1.18E-09 G0:0009506
celular plant-type cell wall 4.31E-07 GO0:0009505
cellular bud 1.05E-05 G0:0005933
lipid droplet 6.21E-05 G0:0005811
protein phosphatase type 5 12E-04 G0:0000159
2A complex
Funcién molecular = transferase activity, 8.42E-06 G0:0016769
transferring nitrogenous
groups
vitamin B6 binding 2.24E-05 G0:0070279
p53 binding 4.83E-05 G0:0002039
manganese ion binding 1.84E-04 G0:0030145
histone deacetylase 2.67E-04 G0:0042826
binding

En la tabla 7 se observan los primeros cinco términos con mayor enriguecimiento segun la
lista de genes diferencialmente expresados para el ddt 10 que tienes LFC >1 y valor p <0,05.
En estos términos se observa aquellos relacionados con proceso bioldgico, componente
celular y funcién molecular. Estos términos enriquecidos por los genes diferencialmente
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expresados con LFC >1, son términos up-regulated o regulados al alta y en este caso se
observa procesos relacionados con la respuesta a estrés principalmente.

Tabla 7. Términos enriquecidos segin dcGO de GDE en el ddt 10 con LFC >1.

Término de ontologia génica Valor p Término GO
Proceso biolégico  plant organ development 3.61E-13 G0:0099402
root system development 1.59E-08 G0:0022622
response to water 1.28E-07 G0:0009415
fambryo development ending 1.98E-07 G0:0009793
in seed dormancy
response to abscisic acid 3.79E-07 G0:0009737
Componente chloroplast stroma 1.59E-07 G0:0009570
celular plasmodesma 3.45E-06 G0:0009506
eukaryotic translation = 8.38E-05 G0:0016281
initiation factor 4F complex
cellular bud 1.04E-04 G0:0005933
thylakoid 1.70E-04 G0:0009579
Funcién molecular vitamin B6 binding 9.87E-05 G0:0070279
oxidoreductase activity, acting G0:0016717

on paired donors, with
oxidation of a pair of donors

resulting in the reduction of 1.538-04

molecular oxygen to two

molecules of water

ADP binding 2.94E-04 G0:0043531
nucleosome binding 2.94E-04 G0:0031491
solute:proton symporter 6.99E-04 G0:0015295

activity

Respecto a las categorias de Proceso biolégico (PB), Componente celular (CC) y Funcién
molecular (FM), estas tuvieron enriquecimiento diferencial, como se observa en la tabla 8.
La categoria con mayor numero de término es la de Proceso bioldgico, seguida por
Componente celular y finalmente por Funcién molecular. Para el ddt 5 con LFC > 1 se
encontré una mayor cantidad de categorias, y siendo el ddt 5 con LFC < -1 la que tiene
menor cantidad. Pese a esto, para el ddt 10 se observa un aumento en las categorias para
los genes con LFC < -1 y una disminucién para aquellos con LFC >1.

Tabla 8. Cantidad de categorias enriquecidas segin dcGO para cada punto de muestreo
(ddt). Proceso bioldgico (PB), Componente celular (CC) y Funcién molecular (FM)
Ddt5LFC<-1 Ddt5LFC>1 Ddt 10 LFC<-1 Ddt10LFC>1
BP 265 379 326 288
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CC 25 55 44 34
FM 23 40 22 32

Discusion

Se analizaron los cambios en los niveles de expresién de mRNA maduro entre plantas de
gulupa sometidas a déficit hidrico y plantas mantenidas en condiciones control sin déficit
hidrico. En términos generales se observd que hay claras diferencias en la expresidn entre
los tratamientos establecidos y estos cambios se hacen notorios con el tiempo (Fig. 19 y Fig.
21). En el capitulo 1 se observé las tendencias en distintas variables fisioldgicas y se
encontrd que bajo las condiciones de déficit hidrico las plantas de gulupa actdan cerrando
las estomas, pero en las demads variables los cambios no fueron significativamente
diferentes en los puntos de muestreo del experimento.

Anteriormente se encontré que, en un tiempo mayor de exposicion al déficit hidrico, P.
edulis Sims f. edulis tiene una reduccidn en el crecimiento, la cual se ve acompafiada de una
disminucion en el Contenido relativo de Agua (CRA) desde el dia 39 de déficit. Estos cambios
en el crecimiento se vieron principalmente en la zona aérea de la planta, reflejados en Area
foliar y altura, puesto que se encontrd que la zona radicular presentaba un aumento en la
masa seca en plantas bajo déficit hidrico en comparacion con el control (Lozano-Montafia
et al., 2021)



En el ddt 5, se observan cambios en la expresion entre el control y tratamiento de estrés,
en donde encontramos una mayor cantidad de genes con regulacién a la baja en
comparacion a aquellas con regulacién al alta, 1730 y 720, respectivamente (Fig. 19). Este
comportamiento se mantiene para el ddt 10, donde se encuentra de nuevo mayor cantidad
de genes reguladas a la baja en comparacidn a aquellas reguladas al alta, 1662 y 1269,
respectivamente; aunque la diferencia se hace menos notaria entre una y otra.

Las bajas en la expresion de genes se han observado en otros estudios, como en el de (Zhang
etal., 2018) donde se encontré que en plantas de maiz sometidas a déficit hidrico la mayoria
de los genes diferencialmente expresados estaban siendo regulados a la baja, lo que
implicaria una tendencia a la inhibicidn de la expresién génica global resultado del estado
de estrés.

Para ddt 5, se observaron cambios en la expresion diferencial del 3,4% de genes analizados,
cuya mayoria estaban siendo reguladas a la baja. Se escogieron 4 genes que tuvieran el
menor valor p, cuyos conteos se vieron aumentados en el tratamiento de estrés respecto al
control (Figura 20). Se encontré que el primer gen corresponde una familia de complejos
proteicos, la subunidad del citocromo b6f (Pierre et al., 1995). El citocromo b6f es uno de
los complejos supramoleculares involucrados en la fotosintesis y es el mediador en el
transporte de electrones entre el Fotosistema Il y el Fotosistema |, al transferir electrones
luego de la fotdlisis del agua hasta el NADP+ (Dubey et al., 2022).

En un estudio realizado sobre plantas de sandia se encontré una reduccién del 50% del
complejo de citocromo b6f. Se sugiridé que se debe al proceso de aclimatacién de la planta
al estrés, que empieza por el cierre estomatico y supresién de la asimilacién de CO,, lo que
lleva a la disminucion de la posibilidad de utilizar ATP y NADPH (Kohzuma et al., 2009).

Sin embargo, lo que se tiene para gulupa es un aumento de la expresién del citocromo b6f
a los 5ddt. La respuesta temprana al estrés por déficit hidrico en gulupa probablemente va
en busqueda de aumentar la posibilidad de ingreso de protones (hidrogeniones H*)
provenientes de las plastiquinonas reducidas que pasan a través del citocromo b6f al lumen
del tilacoide para la fuerza motora protdnica, asi como la participacién en la tasa de
transferencia de electrones ETR para formar a través del proceso ATP y NADPH que seran
necesarios en el ciclo de Calvin. Adicionalmente, es probable que las plantas de gulupa
durante los primeros dias de déficit hidrico (5 ddt) no se encuentren aun en situacién de
estrés agudo, aunque presentan cierre estomatico como mecanismo de evitacion del estrés
y conservacion del agua, manteniendo el flujo energético del PSIl, la fuerza motora



protdnica y la tasa de transferencia de electrones, lo que podria explicar la ausencia de
cambios en la fluorescencia de la clorofila a y por tanto una buena eficiencia a nivel del PSII
y de la fotoquimica del proceso.

Al realizar la busqueda de este término (citocromo b6f) para el ddt 10, no se encontré
dentro de la lista de genes diferencialmente expresados, pero el cédigo PFAM si. Este
término estd dentro de aquellos regulados a la baja, lo que contribuiria a lo reportado por
Kohzuma et al., (2009) para sandia y lo encontrado en los valores de Plags en las plantas de
nuestro experimento (capitulo anterior), donde la disminucidn se daria como resultado de
la busqueda de prevenir la transferencia de electrones excesiva y proteger a la célula de la
acumulacién de especies reactivas de oxigeno (Takizawa et al., 2008).

El segundo y tercer gen con menor valor p para el ddt 5 anotan al cédigo PFO0025 que
corresponde al factor de ribosilacién ADP de proteinas de union GTP (Boman & Kahn, 1995).
Esta familia de proteinas cumple con la funcién de transporte de vesiculas desde el reticulo
endoplasmatico (Spang et al., 2010), se ha reportado su funcidn critica en el desarrollo
vegetal (Naramoto et al., 2010; Xu & Scheres, 2005). Aparte se ha reportado un papel en la
respuesta a estrés abidtico permitiendo la produccién de mensajeros secundarios, e incluso
mostrando que su expresidn ectdpica conlleva a un aumento en la tolerancia a estrés salino
e hidrico en A. thaliana (Joshi et al., 2014). Lo que concuerda a lo reportado por (D. Chen et
al.,, 2021), en donde proteinas de esta familia regulan positivamente la sefalizacién
mediada por ABA, que cumple un papel fundamental en la respuesta al estrés por déficit
hidrico.

El cuarto gen con menor valor p en el ddt 5 corresponde a un motivo proteico que hace
parte de proteinas de unidn al calcio, la mano EF (Nakayama et al., 1992). En plantas el
calcio es un mensajero secundario relacionado con cascadas de sefializacién, mediando
sefiales hormonales y ambientales, y teniendo una participacion en la respuesta a estreses
bidticos y abidticos (Reddy, 2001). El dominio de mano EF esta presente en distintos tipos
de proteinas, incluidos factores de elongacién, proteinas de unién a DNA, a proteina o a
ATP/GTP, entre muchas otras, lo que indica de la gran variedad de vias que media el calcio
dentro de la célula vegetal (Day et al., 2002).

En estudios mas recientes se ha sugerido el posible papel de estos dominios en la respuesta
a estreses ambientales, encontrando cambios en la expresidon de un gran porcentaje de
genes relacionados a la mano EF en tratamientos de multiples estreses; incluyendo al estrés
por déficit hidrico. A su vez se ha observado su influencia en los niveles de tolerancia y



susceptibilidad de especies como tabaco, soya y A. thaliana, al probar la insercién de
mutaciones en las secuencias o knock-outs (Zeng et al., 2017).

Los cambios en la expresion para las plantas de gulupa de tratamiento de estrés a los 5 ddt
denotan también una relacién con los eventos de cascadas de sefializacidn, y es que bajo
condiciones de déficit hidrico las plantas censan y producen sefiales de estrés que derivan
directa o indirectamente en la activacion o inhibicion de mecanismos de respuesta, que
conllevan a cambios morfoldgicos, bioquimicos y fisiolégicos (Yang et al., 2021).

En el ddt 10 el gen con menor valor p y aumento en los conteos normalizados (Figura 22),
corresponde a un homeodominio de pliegue comun en factores de transcripcién
relacionados con procesos de desarrollo (Gehring, 1992). Aunque no se especifica en qué
factores de transcripcidén estd presente este dominio, es de comun interés estudiar los
cambios en la expresion de los factores de transcripcidon en respuesta a estrés, dado que
representan a los interruptores moleculares en la regulacién de la respuesta al estrés (Joshi
et al,, 2016).

Por su parte, el aumento en la expresion del segundo gen, que anota al dominio proteinico
Barwin (Svensson et al., 1992), se ha reportado como respuesta comun en los mecanismos
de defensa en plantas, principalmente en el mecanismo relacionado a patogénesis. Wang
etal., (2011) reportaron el aumento en la expresion de genes relacionados con este dominio
en plantas de arroz en respuesta a distintos estreses, dentro de los que se encuentra el
déficit hidrico, participando en la sefializacion por ABA y mostrando aumento de la
tolerancia en plantas con sobreexpresion de estos genes.

El tercer gen con menor valor p del ddt 10 es el Unico que muestra bajas en los conteos en
el tratamiento. Este esta anotado a un dominio metiltransferasa dependiente de la S-
Adenosil Metionina SAM, co-sustrato que interviene en la transferencia de grupos metilo
desde la SAM a sustratos como acidos nucleicos, proteinas vy lipidos. Las metiltransferasa en
general corresponden aproximadamente al 1,5% de los genes codificantes de proteinas
(Katz et al., 2003), y aquellas que son dependientes de SAM se han reportado como
reguladores de las dindmicas celulares de sefializacion e importantes para el
mantenimiento de la homeostasis en respuesta a las condiciones cambiantes (Lissina et al.,
2011).

En plantas de café se identificd un aumento en la expresion de genes relacionados a estos
dominios en respuesta al déficit hidrico (Mofatto et al., 2016). En nuestro caso se observa
lo contrario; se presentan bajas en la expresidon por lo que para determinar qué funcion



cumple este gen se debe mirar mds a fondo a qué proteina o sustrato especifico
corresponde, pues el dominio y la familia a la que corresponde tiene varias funciones
(Stamm et al., 2014).

El cuarto gen analizado (10 ddt) corresponde a una enzima quitinasa (Davies & Henrissat,
1995). En general se reporta que esta familia tiene un papel clave en atribuir resistencia a
estreses ambientales, asi como ataques de insectos y de hongos patdgenos. Para Populus
candensis se encuentra incremento en la expresion de genes relacionados a esta familia de
enzimas en respuesta a estrés hidrico (Jiang et al., 2013), similar a lo observado en nuestro
experimento para gulupa; asi como para otras especies (Cao et al., 2019).

Ahora analizando de una manera global los cambios en la expresidn génica en las plantas
de gulupa control y estrés, y al observar la tabla 4, encontramos que los procesos bioldgicos
gue se enriquecen en el ddt 5 con los genes con regulacion a la baja estan relacionados con
crecimiento y desarrollo, lo que no cambia mucho en la tabla 6 de los genes regulados a la
baja en el ddt 10. You et al., (2019) encontraron algo similar en plantas de una variedad
susceptible de sésamo bajo tratamiento de déficit hidrico, donde los términos relacionados
a crecimiento se enriquecian por lo genes regulados a la baja, lo que se reflejaba en una
reduccion del crecimiento.

Respecto al componente celular, que se refiere a la ubicacién relativa o complejo
macromolecular dentro de la célula donde un gen estd ejecutando su funciéon (Fang &
Gough, 2013b). En las tablas 4 y 6 observamos términos similares en lo relacionado a la
parte exterior de la célula y relacionado con la sefializacién (Zolnierowicz, 2000), lo que
puede relacionarse con el hecho de que la mayor cantidad de genes son regulados a la baja
y se presentan procesos disminuidos, como es el crecimiento.

Finalmente, respecto a lo regulado a la baja en cuanto a funcidn molecular, se observan
términos repetidos en las tablas 4 y 6, como es la Vitamina B6 y funciones similares respecto
a actividad catalitica de diferentes tipos de enzimas. Estos dos términos al participar en los
procesos metabdlicos, especificamente en lo involucrado a la funcién catalitica en
diferentes reacciones, se pueden ver inhibidos en procesos de respuesta a estrés, como son
los procesos relacionados con el mantenimiento del metabolismo basal de la célula
(Mangena, 2019).

Por otro lado, al analizar aquellos términos enriquecidos con los genes regulados al alta. Se
encontro, en lo relacionado a proceso bioldgico (Tablas 5y 7) que se encuentran términos
relacionados a respuesta al agua y al acido abscisico; asi como a crecimiento. Los procesos



de respuesta a agua y al acido abscisico estan directamente relacionados a la presencia de
déficit hidrico. Como ya se mencioné el ABA es quizds la hormona mds importante en la
regulacion de los mecanismos de respuesta a estrés por déficit hidrico (Yang et al., 2021).

Respecto al crecimiento se observan que los términos se relacionan con la dormancia de
semillas y la zona radicular, que a su vez se encuentran mediados por ABA (Ali et al., 2020).
El crecimiento radicular se ha observado inducido en varias especies en respuesta a déficit
hidrico, otorgandole a la planta una capacidad de adaptacion a la escasez de agua (Dalal et
al., 2018; Gupta et al., 2020; Kim et al., 2020; Zhao et al., 2019); que para el caso de las
plantas de gulupa se encontré un aumento en la masa radicular en respuesta a déficit
hidrico severo y moderado (Lozano-Montafia et al., 2021)

La dormancia de semillas es mediada por ABA, por lo que al haber un aumento de ABA en
respuesta a estrés en este tipo de procesos se veran enriquecidos (Koramutla et al., 2021).
Eso tendrd consecuencias a su vez en el efecto parental que va a causar el estrés
(Vancostenoble et al., 2022) y también hace parte de los mecanismos de resistencia dentro
de las plantas a la escasez de agua (Vicente et al., 2020).

Respecto a los términos que se encuentran en el Componente celular de los genes
diferencialmente expresados y regulados al alta, para el ddt 10 se ha reportado que dentro
de estructuras como la protuberancia celular o “Cellular bud” se generan cambios
moleculares y bioquimicos en respuesta al déficit hidrico, asociado a tolerancia y
recuperacién (F. A. Hoekstra et al., 2001). Incluso se reporta que la capacidad de perder
agua localizada en este tipo de tejidos o estructuras es una de las claves para la resistencia
a las condiciones ambientales cambiantes (Pnueli et al., 2002). Este término se repite en la
tabla 7, manteniéndose activados los mecanismos moleculares asociados a esta estructura.

También se encuentra términos relacionados con el cloroplasto, tanto de la membrana
tilacoidal como del estroma. Lo que comprende tanto la transduccion de energia (a través
de los complejos proteinicos en la membrana tilacoidal) como aquella donde se da fijacién
y reduccion del carbono a través del ciclo de Calvin en el estroma del cloroplasto y donde
se generan los productos resultantes de este proceso. Asi como demds componentes
celulares del cloroplasto (Fang & Gough, 2013b). Estos términos se repiten en la tabla 7.

Se reporta que el cloroplasto es el primer organelo de las células del mesdfilo en verse
afectadas por el déficit hidrico (Noodén, 2004), y es de vital importancia, no solo por su
intervencion en el proceso fotosintético, sino también por su participacidon en procesos



metabdlicos primarios, por lo que mantener su funcionamiento en condiciones de estrés es
esencial para la planta (Razi & Muneer, 2021).

Esto también se puede relacionar con el mantenimiento de las variables asociadas a la
fluorescencia de la clorofila, que no cambian en relacién con el control; asi como al
mantenimiento del contenido de fotopigmentos en las plantas sometidas a déficit,
hablando de la capacidad de tolerancia de las plantas de gulupa frente al estrés por déficit
hidrico.

Por otro parte, también se encuentran términos relacionados con los plasmodesmos, la
zona de comunicacién intercelular, y la red Cis-Golgi involucrada en el transporte vesicular
(Fang & Gough, 2013b). Esto se puede agrupar si hablamos de los procesos de
comunicacion celular presentes y de gran importancia en la respuesta a estrés; donde se
pueden ver involucradas moléculas sefal como proteinas, aminodcidos, hormonas, entre
otras (Yang et al., 2021).

En respuesta a estrés los cambios en las moléculas de sefializacién han sido muy estudiados.
Dentro de estas estd la participacién de ABA, que media procesos intra e intercelulares que
llevan al aumento de la tolerancia a eventos de estrés (Cardoso et al., 2020). Por otra parte,
las ROS son utilizadas como sefializadoras, al presentarse un aumento en su concentracién
como consecuencia del desbalance energético de la célula; estas moléculas modifican la
estructura y funcionamiento de distintas proteinas, llevando a cambios fisiolégicos
relevantes, como es la tasa de conductancia estomatica (Qi et al., 2018). Cambios en gs se
observaron en las plantas de gulupa desde los 5 ddt con déficit hidrico y se presentd una
reduccion progresiva en sus valores durante el experimento.

A su vez, esas moléculas senalizadoras y en general los procesos de sefalizacion dentro de
la planta, sugieren beneficios en la tasa de respuesta y supervivencia ante las condiciones
cambiantes y permiten el mantenimiento de la homeostasis celular que protege los
distintos componentes y procesos celulares (Hussain et al., 2019).

Adicionalmente, en lo que respecta al componente celular, observamos dos términos en las
tablas 5 y 7, Heterocromatica peri céntrica y Complejo de iniciacién de la traduccion
eucaridtica -Factor 4F, los cuales se reportan relacionados directa o indirectamente con
cambios en la expresion génica, que a su vez se ve modificada por la presencia de estreses
como el déficit hidrico (Yang et al., 2021). En plantas de arroz se observé cambios en las
conformaciones de la cromatina en respuesta a estrés salino e hidrico, principalmente
llevando a conformacion de heterocromatina. Se cree que estd directamente relacionado



con afectaciones en la tasa de crecimiento de la planta (Polosoro et al., 2019). Cambios en
la dindamica de crecimiento, que se observaron en plantas de gulupa sometidas a déficit
hidrico en un experimento anterior (Lozano-Montafia et al., 2021).

En plantas de soya se encontré que cambios inducidos por la desecacidon en complejos de
inicio de la traduccion mejoraban la respuesta de las plantas frente al estrés, permitiéndole
ser mas tolerantes (Gallino et al., 2018). Debido a su participacién en los pasos de iniciacion
de la sintesis de distintas proteinas (Browning & Bailey-Serres, 2015) y a que en diversos
estudios de mutantes de A. thaliana se ha evidenciado su importancia en la respuesta a
estrés al observar cambios en el crecimiento y en el contenido de fotopigmentos ciclo de
xantofilas (Chen, 2020). La regulacién de la traduccién es esencial frente la respuesta a
estrés. Frente a déficit hidro, al igual que la transcripcidn, se presenta una reduccién en la
tasa de estos procesos de manera global, los cambios a su vez se enfocan en los distintos
mecanismos de respuesta presentes en las plantas, que puede llevar a tener variedades
mas o menos tolerantes (Gallie, 2016).

Respecto a la funcidon molecular enriquecida por los genes regulados al alta, se encuentra
el termino Unidn a Vitamina B6, tanto en la tabla 5 como 7. Se encontrd enriquecimiento
de términos relacionados con la Vitamina B6 en plantas de maiz expuestas a estrés por frio,
sugiriendo su funcidn en la resistencia de maiz a este estrés (Meng et al., 2022). La vitamina
B6 se reporta como esencial para muchos procesos bioquimicos principalmente
relacionados con la sintesis de aminodacidos (Drewke & Leistner, 2001); a su vez se reporta
su funcién como cofactor y como antioxidante, mejorando la respuesta frente a estreses
bidticos y abidticos (Huang et al., 2013). Para gulupa observamos su presencia en el ddt5y
10, asociandose su participacion en los mecanismos de tolerancia de las plantas frente al
déficit hidrico.

Por otra parte, se observan términos asociados a la union especifica de distintas moléculas
con otras moléculas. Este resultado concuerda con lo encontrado en otros estudios donde
se reporta la actividad constante de estos procesos a nivel de transcriptoma (Lu et al., 2010).
Dentro de los términos de unidn a proteina y nucledtidos se observa la importancia de la
regulaciéon de la transcripcién y traduccidn en la respuesta a déficit hidrico.

A su vez aquellos términos asociados a actividad oxidorreductasa, puede tener funcién
antioxidante, y a su vez sugiere la generacidn de especies reactivas de oxigeno, el control y
el desencadenamiento del sistema de sefializacién mediada por ROS (Tang et al., 2013). Esto
concuerda con los demds términos que se han encontrado asociados al sistema
antioxidante, asi como el mantenimiento del contenido de foto pigmentos descrito en el
capitulo anterior.



Conclusiones

Con el andlisis actual, encontramos que las plantas de gulupa activan distintos mecanismos
al momento de verse enfrentadas a déficit hidrico. Estos mecanismos les permiten
responder de tal manera frente al estrés que las variables fisioldgicas no se ven disturbadas,
al menos dentro de los primeros 15 dias. Estos caminos de respuesta le otorgan a la planta
cierta tolerancia a la escasez de agua, y a su vez lleva a evitar la pérdida de agua dentro del
tejido celular.

Dentro de los mecanismos de respuesta activados es importante resaltar aquellos
relacionados con el mantenimiento REDOX y la activacidon de procesos de transcripcion y
traduccion, lo que le permite a la planta suplir la necesidad de distintos procesos
metabdlicos y evitar un desbalance energético.

Por otro lado, se observa los cambios tempranos en aquellos términos relacionados con
crecimiento, en distintos tejidos, que al paso del tiempo llevaran a la disminucién en el
crecimiento de la planta, siendo este el proceso sacrificado para poder responder al estrés.



Es importante realizar un analisis mas profundo del transcriptoma, pues la informacién es
amplia y se pueden encontrar aun mas cosas relacionadas a la respuesta a estrés por déficit
hidrico. A su vez, se debe indagar sobre genes especificos involucrados en la respuesta, que

tengan un papel central en la regulacién de la transcripcién diferencial.

Anexos

Anexo 1. Resumen librerias

ID Pares de bases Lecturas GC(%) AT(%) Q20(%) Q30(%)
Muestra  totals (bp) totales

P1C1 3,030,043,026 30,000,426 46.05 53.95 97.96 94.18
P1C2 3,151,754,288 31,205,488 46.07 53.93 97.89 94.1
P1C3 3,261,790,152 32,294,952 46.03 53.97 98.06 94.46
P2C1 3,417,066,138 33,832,338 47.0 53.0 98.05 94.45
P2C2 4,091,825,726 40,513,126 46.98 53.02 98.16 94.81
P2C3 3,246,149,696 32,140,096 45.61 54.39 98.13 94.61
P2E1 4,079,980,648 40,395,848 46.05 53.95 98.16 94.99
P2E2 5,011,087,932 49,614,732 47.59 52.41 97.93 94.36
P2E3 5,001,540,604 49,520,204 47.24 52.76 97.94 94.42
P3C1 3,150,406,140 31,192,140 46.11 53.89 98.02 94.34
P3C2 4,516,822,414 44,721,014 48.68 51.32 98.34 95.21
P3C3 4,113,795,852 40,730,652 46.26 53.74 98.36 95.13
P3E1 3,262,725,412 32,304,212 46.14 53.86 98.05 94.41
P3E2 4,355,938,908 43,128,108 45.64 54.36 98.38 95.23
P3E3 4,430,338,740 43,864,740 46.5 53.5 98.27 95.01



Anexo 2. Lista de genes diferencialmente expresados para el ddt 5 y 10, respectivamente.

https://docs.google.com/spreadsheets/u/1/d/1QxsRopiFLA5c7rDRhrKbJOZYIzglf5nn/edit?
usp=drive_web&ouid=102257974123800132535&rtpof=true
https://docs.google.com/spreadsheets/u/1/d/1NoriRf6eWn5h5D_EFuonlL37dm_pg8mZZz/
edit?usp=drive_web&ouid=102257974123800132535&rtpof=true

Anexo 3. Tabla de enriquecimiento para el ddt 5 con LFC >1 y >-1, y para el ddt 10,
respectivamente.

https://docs.google.com/spreadsheets/u/1/d/10pj_4HPtEd20 VQ610T_Usj3XQbwBilZ/ed
it?usp=drive_web&ouid=102257974123800132535&rtpof=true
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1hVp2ME_PeSJhWne4 KybIFSov_8sF18r/edit#gi
d=1840437085

https://docs.google.com/spreadsheets/u/1/d/1_np4328MCba8Fc-
Rj5xQT6pvaochl2WAE/edit?usp=drive_web&ouid=102257974123800132535&rtpof=true
https://docs.google.com/spreadsheets/u/1/d/1q04V7wMUPogqNvBCTOMtHNDzH5MWVg
KBs/edit?usp=drive_web&ouid=102257974123800132535&rtpof=true


https://docs.google.com/spreadsheets/u/1/d/1q04V7wMUPoqNvBCT9MtHNDzH5MWVgKBs/edit?usp=drive_web&ouid=102257974123800132535&rtpof=true
https://docs.google.com/spreadsheets/u/1/d/1q04V7wMUPoqNvBCT9MtHNDzH5MWVgKBs/edit?usp=drive_web&ouid=102257974123800132535&rtpof=true
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