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RESUMEN

El tarwi (Lupinus mutabilis Sweet), tiene importancia econdmica por su alto contenido
de macro y micronutrientes. La produccion de semilla depende de la floracion, por lo que
es esencial conocer los mecanismos de regulacion genéticos. El objetivo de esta
investigacion fue analizar los cambios en la expresion génica en tarwi durante el
crecimiento de las yemas florales por RNA-seq. Se realizo6 seleccion por precocidad, peso
de 100 semillas, sobrevivencia a estrés hidrico, contenido de microelementos y proteinas
solubles totales, determindndose alto potencial en la accesion P11. El secuenciamiento
[llumina y andlisis bioinformatico mostr6 2340 genes diferencialmente expresados
(DEGS), con 1443 genes sobreexpresados, y 897 subexpresados. La ontologia génica
mostré 584 genes sobreexpresados y 84 subexpresados relacionados con proceso
bioldgico; 782 genes estuvieron sobreexpresados y 228 subexpresados en componente
celular; 877 genes sobreexpresados y 156 subexpresados se encontraron en funcidén
molecular. En el analisis de rutas metabolicas, la biosintesis de metabolitos secundarios,
biosintesis de fenolpropanoides, e interconversion de pentosas y glucuronato se activaron
durante el desarrollo de la inflorescencia. Los DEGs mas importantes en el desarrollo de
la inflorescencia en tarwi fueron factor de transcripcion IIIA, diana de monopteros 6,
AGAMOUS-LIKE30. Este estudio proporcion6 las bases para comprender los
mecanismos genéticos que regulan el crecimiento y desarrollo de la inflorescencia del

tarwi para ser aplicados en programas de mejoramiento genético.

Palabras clave: Yemas florales, tarwi, RNA-seq, factores de transcripcion, familia de

dedos de zinc tipo GATA, diana de monopteros 6, AGAMOUS-LIKE30.



ABSTRACT

Tarwi (Lupinus mutabilis Sweet) is important for its high macro and micronutrients. Seed
production depends on flowering; thus, it is essential to understand the genetic
mechanisms of regulation. The objective of this research was to analyze changes in
genetic expression in tarwi during the growth of flower buds, by RNA-seq. Selection by
precocity, 100-seed weight, water stress survival, microelements and total soluble protein
contents determined the high potential of accession P11. Illumina sequencing and
bioinformatic analysis showed 2340 differentially expressed genes (DEGs) with 1443
upregulated genes and 897 downregulated ones. Gen ontology showed 584 upregulated
genes and 84 downregulated genes related to biological process; 782 genes were
upregulated and 228 downregulated in cellular component; 877 upregulated genes and
156 downregulated genes were found in molecular function. In the metabolic pathways
analysis, secondary metabolite biosynthesis, phenolpropanoid biosynthesis and pentose
and glucuronate interconversions were activated during flower development. The most
important DEGs in tarwi flower development were transcription factor IIIA, target of
monoptera 6 and AGAMOUS-LIKE30. This study provided the basis to understand the
genetic mechanisms that regulated flower bud growth and development in tarwi, to be

applied in tarwi improvement programs.

Keywords: Flower buds, tarwi, RNA seq, transcription factors, GATA Zinc finger
family protein, target of MONOPTEROS 6, AGAMOUS-LIKE30.



I.  INTRODUCCION

El tarwi (Lupinus mutabilis Sweet), es una leguminosa nativa de los Andes que fue
domesticada y cultivada desde épocas preincaicas (INIAP 1997; Mujica 1990). Este
cultivo es muy importante debido a la elevada concentracion de proteinas (41 a 51 por
ciento), aceites (14 a 24 por ciento), fibra cruda (7.65 por ciento), cenizas (4.14 por
ciento), carbohidratos (35.77 por ciento), vitaminas y minerales, como hierro y zinc (36
y 40 mg/kg de Zn y Fe), respectivamente) que contienen sus semillas, siendo un excelente
alimento para la poblacion (Camarena et al. 2012, Castafieda et al. 2008); sin embargo,
las semillas de tarwi requieren un tratamiento previo a su consumo para eliminar las
sustancias antinutricionales que contiene, tales como los alcaloides. Se han reportado la
existencia de diferentes tipos de alcaloides quinolizidinicos presentes en las semillas entre
los que destacan: esparteina, lupinina y lupanina; los cuales se emplean para controlar
ectoparasitos y parasitos intestinales de animales. Asimismo, se ha encontrado
correlacion positiva entre el contenido de proteinas y alcaloides; y correlacion negativa,

entre proteinas y aceites (Ruiz y Sotelo 2001).

El tarwi se cultiva en las zonas templadas y frias del Altiplano, en valles interandinos de
2.000-3.850 m.s.n.m. En cuanto a la precipitacion pluvial, sus requerimientos se sitian
en 350-850 mm. Es susceptible al exceso de humedad y moderadamente susceptible a la
sequia durante la floracion y envainado. No tolera las heladas en las fases iniciales y en
la formacion de vainas, aunque algunos ecotipos cultivados en el Altiplano y a orillas del
Lago Titicaca tienen mayor resistencia al frio (Proafio 2011). No obstante, se ha
encontrado resistencia a diversos factores adversos en las zonas donde se siembra. Por
ejemplo, Jacobsen y Mujica en el 2006 reportan el cultivo tarwi a nivel del mar con

buenos rendimientos productivos (800-2.736 kg/ha).

La floracion en las leguminosas es un proceso muy importante que ha permitido la
expansion y mejoramiento de estos cultivos. El tarwi, es un claro ejemplo de una
agricultura dependiente de las angiospermas, cominmente llamadas plantas con flores,
en donde la época de floracion permite alcanzar el 6ptimo rendimiento y la manipulacién

de ésta caracteristica proporciona ventajas comparativas tales como: a) el incremento de



los nichos donde se puede cultivar un determinado genotipo (Mujica 1994; Taiz y Zeiger
2006; Petterson 1997), b) la reduccion del riesgo por heladas, sequia y enfermedades
(Major et al. 1975; Marschner 2007) y c) el incremento de los ciclos de cultivo (Amasino

2005).

En la actualidad, los recientes avances en la gendmica han acelerado el proceso de la
identificacion de genes y el andlisis funcional, y han abierto nuevas perspectivas del
conocimiento molecular en el proceso de la floracion en Pisum sativum 'y en Glycine max
(Weller y Ortega 2015). No obstante, la informacion sobre los mecanismos genéticos que
regulan la floracion en tarwi es muy escasa. Algunos estudios en Lupinus angustifolius y
Lupinus pilosus, demuestran que el proceso de regulacion en la floracion estd controlado
principalmente por las rutas del fotoperiodo y la vernalizacién (Rahman y Gladstones
1974). Ademas, se ha reportado que la precocidad en la floracién responde a un caracter
recesivo y que, en una floracion tardia, como en el genotipo Inti (Lupinus sp.), depende
mas de la vernalizacion (Clements et al. 2008) y de una respuesta a fotoperiodo de dia

neutro (Hackbarth 1936).

Una técnica moderna empleada en el andlisis de expresion genética, es el
Secuenciamiento de ARN (RNA-Seq). El RNA-Seq utiliza la tecnologia de
Secuenciacion de la Proxima Generacion (NGS) para construir un mapa transcriptomico
completo, permitiendo la identificacion y cuantificacion de miles de genes a la vez, sin la
necesidad de conocerlos a priori (Nagalakshmi ef al. 2010). El secuenciamiento de una
parte del genoma de Lupinus albus y Lupinus luteus, abre la oportunidad de estudiar a
Lupinus mutabilis Sweet (Oumer et al. 2015; Parra-Gonzalez et al. 2012). La importancia
del estudio de la regulacion del crecimiento de yemas florales en tarwi, radica en que los
altos rendimientos en la produccion de semillas de calidad dependen de la floracion, y
que el desarrollo de las yemas florales a ese nivel es critico. Diversos estudios
particularmente en Arabidopsis thaliana, han puesto de manifiesto la complejidad

genética de la floracion.

La floracion es controlada por multiples vias influenciadas por el ambiente en el que la
planta se cultiva, asi como el estado de desarrollo de la planta (Amasino 1996). Ademas,
se han reportado genes que codifican factores de transcripcion, encargados del control de

la expresion de otros genes cuyos productos tienen funciones unicas en los organos
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florales (Tofino et al. 2010). Sin embargo, se encuentra muy poca informacion sobre los
mecanismos genéticos que regulan el desarrollo de la inflorescencia. Por este motivo, es

fundamental el conocimiento de las bases moleculares que comprenden dicho proceso.

Por lo expuesto anteriormente, los objetivos del presente trabajo fueron los siguientes: a)
Seleccionar la accesion de alto potencial en base a precocidad, peso de 100 semillas,
porcentaje de sobrevivencia al estrés hidrico, tamafio de semillas, contenido de
microelementos (Zn, Mn, Fe) y proteinas solubles totales; b) Caracterizar los estadios de
desarrollo de las yemas florales terminales en tarwi (Lupinus mutabilis Sweet); c) Evaluar
los perfiles transcriptomicos de las yemas florales terminales en tarwi (Lupinus mutabilis
Sweet); d) Evaluar las Rutas Metabolicas segin KEGG (Enciclopedia de Genes y
Genomas de Kioto) en tarwi; e) Identificar los genes diferencialmente expresados

(sobreexpresados y subexpresados) en el desarrollo de la inflorescencia en tarwi.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1. TARWI
2.1.1. Origen

Gross (1982), menciona que existen dos grandes regiones genéticas para el género
Lupinus. Una de ellas, se extiende en el area del Mediterraneo, desde el Sur de Europa
hasta Africa central y las alturas de Etiopia. La segunda region, abarca todo el continente
americano, exceptuando Unicamente las humedas llanuras tropicales de la cuenca del
Amazonas. Las plantas del género Lupinus fueron domesticadas tanto en el viejo como
en el nuevo mundo. Segun Jacobsen y Mujica (2006), el origen de estas especies se sitia
en dos centros: el centro mediterraneo y el andino. Este género comprende mas de 300
especies, pero solo cuatro son de gran importancia para la agricultura: Lupinus albus,
Lupinus angustifolius y Lupinus luteus en el viejo mundo y Lupinus mutabilis en América

(Camarena et al. 2012).

El tarwi (Lupinus mutabilis Sweet) es una leguminosa que se distribuye en diferentes
partes del mundo incluyendo América del Sur, Europa y Australia (Coloma 2009; FAO
2010). Pero principalmente en los Valles Interandinos y el Altiplano de Bolivia y Peru.
Su centro de origen esta ubicado en los Andes Sudamericanos, donde se encuentra la
mayor variabilidad genética (Jacobsen y Mujica 2006). Para esta region Drummond ef al.
(2012) reportan 85 especies del género Lupinus con un origen estimado en 1.19 a 3.5
millones de afios. Estudios recientes utilizando caracteres morfologicos y secuencias de
ADN, sefialan como probable progenitor de Lupinus mutalibis a Lupinus piurensis

(Eastwood y Hughes 2008).

El tarwi es la unica especie andina del género Lupinus domesticada y cultivada de
Sudamérica, desde hace aproximadamente 2,000 afios y probablemente ha sido la fuente
para la nutricion proteica del poblador andino (Chirinos 2015). Su contenido proteico en
semillas secas oscila entre 40 - 45%, ademas de otros elementos nutritivos como grasas y
carbohidratos, habiéndose determinado también que el aceite de tarwi tiene efectos
antioxidantes, dado su contenido en beta carotenos y tocoferol (Msika et al. 1998; Lezama

2010).



La semilla de tarwi se ha mantenido de forma tradicional en paises como Ecuador, Pert
y Bolivia, aunque en la actualidad se han efectuado introducciones en paises como
Venezuela, Colombia, Chile, Argentina, México y en algunos paises de Europa, donde se
han obtenido buenos resultado (Junovich 2003). Recientemente, el interés por el tarwi
como fuente de alimento ha aumentado en Europa debido a su alta calidad nutritiva, por
ser una fuente valiosa de aceites y proteinas, con contenidos de 14 a 24 % y de 41 a 51%

respectivamente (Jacobsen y Mujica 2006).

El tarwi se cultiva principalmente entre los 2000 a 3800 m.s.n.m., en climas templado-
frios, tiene un gran potencial no solo para la alimentacion humana, sino también para la
alimentacion de animales (Chirinos 2015). A pesar de su gran valor nutritivo y resistencia
a factores climaticos adversos en las zonas donde se siembra, el cultivo y consumo de
esta especie estd disminuyendo progresivamente en los paises andinos debido a la falta
de difusion de sus formas de uso y a la promocidn de su consumo y cultivo a pesar de su
gran valor nutritivo y resistencia a factores adversos climaticos en las zonas donde se
siembra (Jacobsen y Mujica 2006). Otro factor que afecta su consumo es el fuerte sabor
amargo que caracterizan a sus granos, debido a su alto contenido de alcaloides
quinolizidinicos (esparteina, lupinina, lupanina, lupinidina, etc), ademas de su
crecimiento indeterminado (Ortega et al. 2010). Por esta razon, se requiere de un proceso
de lavado previo a su consumo para eliminar dichas sustancias; esto constituye un factor

limitante frente a otras leguminosas (Ruiz y Sotelo 2001).

2.1.2. Taxonomia

La clasificacion actual de la planta en estudio se muestra a continuacién (Jacobsen y

Mujica 2006; Camarena et al. 2012):



REINO Vegetal

DIVISION Fanerogama
SUBDIVISION Angiosperma

CLASE Dicotiledonea
SUBCLASE Arquiclamideas
ORDEN Fabales

FAMILIA Fabaceae

GENERO Lupinus

ESPECIE mutabilis

NOMBRE CIENTIFICO  Lupinus mutabilis Sweet
NOMBRE COMUN Tarwi, chocho

2.1.3. Descripcion botanica
El tarwi (Lupinus mutabilis Sweet), es una especie generalmente anual, de crecimiento
erecto y que puede alcanzar desde 0.8 hasta mas 2 metros en las plantas mas altas. Las

principales caracteristicas se presentan a continuacion:

a) Raiz

Presenta una raiz pivotante, vigorosa, ramificada, y poco lefiosa. Presenta multiples
ramificaciones y gran cantidad de raicillas y pelos radicales (Camarena et al. 2012). En
la raiz se desarrolla un proceso de simbiosis con bacterias nitrificantes que forman
nodulos de diferentes tamafos (1 a 3 cm), estos nodulos se localizan principalmente en la
raiz primaria por encima de la ramificacion radicular, e incluso en las raices secundarias
y se encargan de la fijacién del nitrogeno atmosférico a la planta (Tapia 2000). En los
suelos donde hay presencia de estas bacterias, la formacion de los nédulos comienza a
partir del quinto dia después de la germinacion, al cortarlos presentan una coloracion
rojiza (Camarena ef al. 2012). En el Pert, las plantas de tarwi viven generalmente en
simbiosis con bacterias fijadoras de nitrégeno pertenecientes al género Rhizobium. Estas
bacterias se alimentan de las sustancias azucaradas cedidas por la planta y son capaces de
fijar quimicamente el N> atmosférico formando con ¢l moléculas organicas que brindan

a la planta, debido a que esta es incapaz de fijar el nitrogeno libre por si misma. Estas



simbiosis en las leguminosas juegan un importante papel en el ciclo del Nitrogeno en la

Tierra (Barrera 2015).

b) Tallo

El tallo es totalmente glabro, grueso, lefioso y ramificado (Camarena et al. 2012), su
interior esta formado por un tejido esponjoso con bastantes ramificaciones, cuya altura
dependiendo del ecotipo oscila entre 0.5 a 2 m, siendo lo normal que alcance un valor
promedio aproximado de 1 m. El color del tallo varia de verde a gris castafio, segun el
grado de lefiosidad que alcance. Si el contenido de antocianina de la planta es alto, el
color verde de la clorofila queda cubierto por un intenso azul — rojizo, como es en las

especies silvestres (Camarena et al. 2012).

Segtn el tipo de ramificaciones, la planta puede ser de eje central prominente, con ramas
desde la mitad de la planta, tipo candelabro, o ramas terminales; o de una ramificacién no
prominente, desde la base con inflorescencia a la misma altura. El nimero de ramas varia
desde unas pocas hasta 52 ramas. El nimero de vainas y de ramas fructiferas tiene

correlacion positiva con una alta produccion (Moreno 2008).

¢) Hojas

Las hojas son de forma digitada, generalmente compuesta por ocho foliolos que varian
entre ovalados a lanceolados. En la base del peciolo existen pequefias hojas estipulares,
muchas veces rudimentarias. Se diferencia de otras especies de Lupinus porque las hojas
presentan poca pubescencia. El color puede variar de amarillo verdoso a verde oscuro,

dependiendo del contenido de antocianina (Tapia 2000).

d) Inflorescenciay flor

La inflorescencia es un racimo terminal con flores dispuestas en forma verticilada. Las
flores del tarwi son grandes, presentan una corola grande de 1 a 2 cm de longitud y tiene
la forma tipica de las papilionaceas, conteniendo en su corola cinco pétalos, uno en el
estandarte, dos la quilla y dos las alas. La quilla envuelve al pistilo y a los diez estambres

(Almeida 2015).



La coloracion de la flor varia entre el inicio de su formacion hasta la maduracion, desde
el blanco, crema, azul, hasta el color purpura; de alli se origina su nombre cientifico,
Lupinus mutabilis Sweet, es decir, que cambia. Los colores mas comunes son los tonos
azul e incluso purpura y los menos frecuentes el blanco, crema, rosado y amarillo
(Chirinos 2015). El tarwi es una especie autdgama y de polinizacién cruzada, logrando
un alcance del 40% de alogamia; segtin las condiciones ecologicas donde se encuentra la

planta (Caicedo y Peralta 2001).

e) Fruto

El fruto, mide entre 7 a 15 cm de largo y entre 1.5 a 2.5¢cm de ancho; al estado de madurez
es una vaina plana y se presenta agudizada en forma curva en los extremos. Ademas, son
pubescentes cuando estdn verdes y no presentan una dehiscencia marcada. La vaina
contiene una a ocho semillas. El nimero de vainas y de ramas fructiferas tiene correlacion

positiva con una alta produccion (Camarena et al. 2012).

f) Semillas

Las semillas de tarwi son de diferentes formas: redondas, ovaladas o casi
cuandrangulares, su tamafio varia entre 0.5 a 1.5 cm, el nimero de semillas por vaina es
de cinco a doce. Un kilogramo tiene entre 3500 a 5000 semillas. La variacion en el tamafio
de la semilla depende de las condiciones en que desarrolla el cultivo como del ecotipo o

variedad (Camarena et al. 2012).

La semilla est4 recubierta por un tegumento endurecido que puede constituir hasta el 10%
del peso total. Los colores del grano incluyen blanco, amarillo, gris, ocre, pardo, castafio,
marrén 0 colores combinados como marmoleado, media luna, ceja y salpicado (Proafo

2011).



2.2. FLORACION

La floracidn es un cambio en el patron basico de desarrollo del meristemo apical que se
produce en respuesta a diferentes estimulos. Turnbull (2011), menciona que el éxito
reproductivo de una planta depende de que la induccion floral y posterior floracion tenga
lugar en el momento mas adecuado de su desarrollo y cuando las condiciones ambientales
sean favorables. Debido a la falta de movilidad de las plantas y de sus caracteristicas
particulares de desarrollo, éstas han adquirido mecanismos especializados del control de
inicio de la floracidon que aseguren el éxito reproductivo y la persistencia de la especie

(Tan y Swain 2006; Windauer 2013).

Segun Windauer (2013), se pueden distinguir entre plantas que completan su desarrollo
dentro del ano, floreciendo solo una vez durante su ciclo de vida, llamadas plantas anuales
y plantas que viven mas de un afio, tales como las bianuales o perennes. Tan y Swain
(2006) reportan que dentro de estas ultimas, hay especies que florecen una sola vez
durante su ciclo de vida (especies monocarpicas) y otras que florecen todos los afios en

forma recurrente (especies policarpicas).

Normalmente la floracion es estacional y requiere de cierto grado de desarrollo
vegetativo, es decir, madurez para la floracion. Asi, plantas de la misma especie en un
area geografica determinada, florecen en forma sincronizada para que pueda producirse
el intercambio génico entre ellas (Windauer 2013). Por otro lado, el tiempo en que se
produce la transicion entre crecimiento vegetativo y reproductivo es de vital importancia
en la agricultura (Fernandez Nohales 2011). El momento en que ocurre esta transicion es
uno de los eventos de desarrollo mas plésticos en el ciclo de vida de las plantas y es
determinante para asegurar que la floracion y fructificacion ocurran en condiciones

favorables (Ausin et al. 2005; Mir Moreno 2013).

En sentido fisiologico, se entiende por floraciéon a la induccion y formaciéon de los
primordios florales. Factores internos (hormonales y nutricionales) y externos
(fotoperiodo, temperatura y vernalizacion, principalmente) condicionan el control de la
induccion floral. Una caracteristica importante de la adaptabilidad de las plantas, reside

en su capacidad de acelerar o disminuir la tasa de desarrollo caracterizado por la division,
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el alargamiento y la diferenciacion celular en funcidon del ambiente (Fernandez Nohales

2011).

Las plantas poseen diferentes estrategias reproductivas y son multiples las causas que
convergen para regular el desarrollo del meristemo apical. Muchas plantas responden al
ambiente para controlar el inicio de la floracién y producen sefales endogenas que
regulan su transicion, es decir, el cese de la formacion de 6rganos vegetativos u hojas
hacia la produccién de 6rganos reproductivos o flores (Tan y Swain 2006; Mir Moreno
2013). En conjunto, los condicionamientos del medio ambiente sobre la direccion del
desarrollo de la planta indicarian un alto grado de adaptacion de las especies a su entorno
mediante una interaccion entre distintos receptores de la planta con los factores
cambiantes del medio, los niveles hormonales internos, la distribucion de asimilados y el

programa genético de la planta (Ausin et al. 2005).

El estudio del inicio de la floracion podria no solo enriquecer nuestro conocimiento de
este proceso biologico fundamental sino también proporcionar beneficios comerciales
practicos. Por ejemplo, la manipulacion de un gen que promueve la floracion conduce a
la floracién en el primer afio en un citrico hibrido, conocido como citrange, el cual

normalmente necesita de cinco a 7 afos para florecer (Behailu 2008).

2.2.1. Elinicio de floracion en Arabidopsis thaliana

Berbel (2005) y Behailu (2008) mencionan que el inicio de la floracion es generalmente
definido como la transicion de la fase de desarrollo vegetativo a la fase reproductiva. El
éxito reproductivo de las plantas depende directamente del momento en el que se produce
la transicion floral, que determina que la produccion de semillas tenga lugar en la estacion
adecuada del afio. Por ello, existen mecanismos precisos de control del inicio de este
proceso (Ausin et al. 2005; Sanchez et al. 2008; Mir Moreno 2013). Este proceso
involucra un cambio en la identidad del meristemo apical de forma que da lugar a la
formacion de flores en lugar de las hojas y se encuentra regulado por un complejo circuito
que integra sefiales de desarrollo internos o sefiales ambientales externas, o ambas (Berbel

2005; Taiz y Zeiger 2006; Behailu 2008).
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Durante el ciclo de vida de la planta, el meristemo apical del tallo atraviesa dos fases
marcadas de desarrollo, la fase vegetativa y la reproductiva (Taiz y Zeiger 2006). Durante
la fase vegetativa, el meristemo apical del tallo es un meristemo que produce 6rganos
vegetativos, tipicamente hojas con meristemos axilares en sus flancos. Posteriormente, al
percibir las correspondientes sefiales ambientales y endogenas, ocurre la transicion a la
fase reproductiva, y el meristemo apical del tallo adquiere una identidad inflorescente
(Irish 2010). El meristemo apical del tallo con identidad inflorescente dara lugar a la

inflorescencia, la parte de la planta donde se localizan las flores (Berbel 2005; Irish 2010).

El desarrollo vegetativo en Arabidopsispresenta a su vez dos fases conocidas como
juvenil y adulta (Figura 1). Estas fases se diferencian por la forma del meristemo, que en
la fase vegetativa juvenil es aplanado y en la fase vegetativa adulta es ligeramente
convexo; otra diferencia es la disposicion y morfologia de las hojas. La floracién en
Arabidopsissolo ocurre en la fase vegetativa adulta, independientemente de que en la fase
vegetativa juvenil se den las condiciones ambientales adecuadas y desarrollando dos fases

inflorescentes (Berbel 2005).

Desarrollo vegetativo Desarrollo reproductivo

Juvenil Adulto

inflorescente

Figura 1. Desarrollo vegetativo y reproductivo en Arabidopsis thaliana.
Fuente: Berbel (2005)
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Los estadios del desarrollo floral en Arabidopsisestan asociadas a cambios en la
morfologia del meristemo apical del tallo (Figura 2). El desarrollo temprano de la flor de
Arabidopsis thaliana se describe desde la iniciacion hasta la apertura de la yema y la
aparicion de flores en los flancos del meristema apical del tallo sigue un patron preciso.
Las horas indican aproximadamente la edad de la flor al final de un estadio determinado.
El brote floral emerge en los flancos del meristema apical del tallo o estadio 0. El
crecimiento del brote durante los estadios 1-3 permite establecer un centro organizador
de meristemas en el estadio 2. En estadios tempranos se adquiere la identidad floral, lo
que conduce a la definicion de los verticilos de 6rganos florales, comenzando con la
proliferacion de sépalos en el estadio 3. El centro organizador finalmente desaparece en
el estadio 6, una vez que todos los 6rganos florales han sido iniciados y el pedicelo ha

comenzado a expandirse.

Leyenda grafica
|| Meristemo apical del tallo
Centro organizador

. Menstemo floral

E Pedicelo

[ Remolino de sépalos

AP Pe

Estadio 0 Estadio 1 Estadio2 Estadio 3 Estadio 4-5 Estadio >6 | Remolino de pétalos
(II]!:) (24h) (54h) (?Zhl) ; (96-126h) (>150h) : =] Renioliie ds sstanibies
‘ il 4 - Remolino de carpelos
Formacion del primordio floral Formacion de 6rganos florales

Figura 2. Representacion esquematica del desarrollo floral en Arabidopsis thaliana.

Fuente: Denay et al. (2016)

En Arabidopsis, el proceso de la transicion de la fase vegetativa a la fase reproductiva del
desarrollo estd regulada por una compleja red de rutas genéticas que integran informacion
procedente del ambiente y de factores endogenos de la planta. Debido a ello, factores tales
como, la longitud del dia, la vernalizacién (tratamiento en frio), hormonas, factores
endogenos (la edad), la calidad y la intensidad de la luz (longitud de onda), la temperatura,
la nutricidn, la disponibilidad de agua, y estreses bidticos y abidticos pueden influir en la
transicion de la fase vegetativa a la fase reproductiva (Berbel 2005; Taiz y Zeiger 2006;
Behailu 2008; Sanchez et al. 2008; Mir Moreno 2013). Las interacciones de estos factores
externos y endogenos permiten a las plantas a sincronizar su desarrollo reproductivo con

el medio ambiente (Behailu 2008).
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El proceso de transicion floral (Figura 3) ha sido bien estudiado a nivel molecular en
Arabidopsis thaliana durante las Gltimas décadas, conociéndose actualmente un gran
numero de genes responsables, asi como el mecanismo de accion de muchas de las
proteinas que codifican y regulan el tiempo de floracion, y la mayoria de ellos han sido
asignados a cuatro rutas genéticas de floracion (Mouradov et al. 2002; Behailu 2008; Mir
Moreno 2013): a) la ruta del fotoperiodo; b) la ruta de la vernalizacion que promueve la
floracion en respuesta a baja temperatura; c) la ruta de las giberelinas (GA) la cual
promueve la floracion en condiciones no inductivas, como los dias cortos; y d) la ruta

autonoma que promueve la floracion en respuesta a factores internos producidos como la

edad de la planta (Behailu 2008; Amasino 2010).

Al final, estas cuatro rutas convergen en la regulacion transcripcional de un conjunto de
genes integradores florales que permiten la integracion de las diferentes sefiales externas
e internas para garantizar la floracion en el momento apropiado. Estos genes, a su vez,
regulan la actividad de los genes de identidad del meristemo floral necesarios para la
transicion y el desarrollo floral (Behailu 2008; Fernandez Nohales 2011; Mir Moreno

2013; Windauer 2013).

Respuesta a R )
fotoperiodo espuesta autonoma

Fotorreceptores FCA VRN2

Reloj circadiano FLC Respuesta a
giberelinas

|

Respuesta a la
vernalizacion

AtMYB33

50C1 LFY

| |

Figura 3. Rutas que controlan el inicio de la floracion en Arabidopsis thaliana.

Fuente: Behailu (2008)
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a) La ruta del fotoperiodo

La regulacion de la transicion floral mediada por el fotoperiodo garantiza a las plantas la
formacion de los 6rganos florales en las condiciones mas apropiadas para cada especie.
Franklin ef al. (2005) mencionan que las plantas que florecen en primavera son capaces
de percibir un alargamiento paulatino del dia, momento a partir del cual activan la
formacion de flores (plantas de dia largo, DL), mientras que en las plantas cuya floracion
tiene lugar en otofio, la transicion floral se produce cuando el nimero de horas de luz en
el ciclo diario se reduce (plantas de dia corto, DC). Un tercer grupo de plantas atendiendo
a los requerimientos de fotoperiodo para la floracion son las plantas de dia neutro, las
cuales florecen independientemente del nimero de horas de luz diarias (Mir Moreno

2013).

Arabidopsis thaliana es una planta facultativa de dias largos, es decir, florece en
condiciones normales cuando el numero de horas de luz a lo largo del dia supera un
determinado umbral (DL), pero es capaz de florecer si el nimero de horas de luz esté4 por
debajo de dicho umbral (DC), si bien lo hace mas tardiamente (Behailu 2008; Mir Moreno
2013). El uso de esta especie modelo ha permitido elucidar en gran parte los mecanismos
moleculares por medio de los cuales la planta percibe el fotoperiodo, asi como la
direccionalidad y la calidad de la luz ambiental, y como esta informacion es transmitida

a genes relacionados con la activacion de la transicion floral (Franklin ez al. 2005).

La ruta responsable de la induccion de la floracion por fotoperiodo comienza por la
percepcion de la luz en al menos cinco regiones del espectro visible, a través de distintos
tipos de fotorreceptores. En Arabidopsis thaliana, se han analizado con detalle dos tipos
de fotorreceptores. De acuerdo a Berbel (2005) y Mir Moreno (2013), el primer tipo lo
constituyen los criptocromos, que son flavoproteinas que funcionan como receptores de
luz azul; se conocen dos genes que codifican para criptocromos, CRYPTOCROME 1
(CRYI)y CRYPTOCROME 2 (CRY2). El segundo tipo de fotorreceptores, los fitocromos,
son codificados por cinco genes en Arabidopsis (PHYTOCHROME, PHYA-E). Segiun
Berbel (2005), cada uno de los fitocromos existe en dos formas distintas; la forma Pr es
convertida a Pfr por exposicion de las plantas a luz roja (R), y la reaccion inversa ocurre

en luz roja lejana (FR).
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En Arabidopsis, la induccion floral se inhibe con luz roja y se promueve con luz roja
lejana (Martinez-Zapater et al. 1994). El fenotipo de los mutantes phyB sugiere que PHYB
juega un papel inhibidor de la floracion bajo condiciones de alta R/FR pero no esta
implicado en la percepcion de la longitud del dia. Por el contrario, PHYA esta implicado
tanto en la percepcion de la longitud del dia como en la promocién de la floracion por

fotoperiodos inductivos (Berbel 2005; Mir Moreno 2013).

El reloj circadiano es mecanismo endogeno por el cual las plantas midan la duracion del
fotoperiodo para el control del tiempo de floracion (Sanchez er al. 2008). El reloj
circadiano, que controla los ritmos diarios en la expresion génica y diversos patrones
ciclicos de comportamiento, tal como el movimiento de las hojas, se ha propuesto que
actua como medidor en la respuesta fotoperiddica (Samach y Coupland 2000; Berbel
2005). Los fotorreceptores estarian controlando el acoplamiento del reloj circadiano y los
ciclos diarios de luz y oscuridad, captando informacion asociada a la calidad y cantidad
de luz ambiental y generando sefiales que interaccionan con los componentes del
oscilador central del reloj circadiano, tales como EARLY FLOWERING3 (ELF3),
TIMING OF CABI (TOCI), LATE ELONGATED HYPOCOTYL (LHY), CIRCADIAN
CLOCK ASSOCIATEDI (CCAl), ZEITLUPE (ZTL) (Nelson et al. 2000; Berbel 2005;
Sanchez et al. 2008; Mir Moreno 2013).

Se ha demostrado que el reloj circadiano regula la expresion de GIGANTEA (GI) y
CONSTANS (CO). El gen GI codifica una proteina con posibles dominios transmembrana
y CO codifica un factor de transcripcion con dos dedos de zinc relacionado con la familia
de factores de tipo GATA (Sanchez et al. 2008). Se han propuesto dos modelos
fisiologicos para explicar como se mide la longitud del dia en el control de respuestas de
desarrollo, tales como la floracion (Samach y Coupland 2000). EI modelo de la
coincidencia externa propone que el tiempo de coincidencia entre la exposicion a luz
(senal externa) y una fase circadiana interna promueve la floracion en plantas de dia largo
como Arabidopsis. El modelo de la coincidencia interna, propone que la coincidencia de
dos ritmos circadianos es lo que promueve la floracién bajo condiciones inductivas.
Resultados recientes que muestran que la expresion de CO, un gen que acelera la floracion
en respuesta a dia largo estéa regulada por el reloj circadiano y la longitud del dia y que la

expresion de FLOWERING LOCUS T (FT) un gen diana de CO, FT viaja desde las hojas,
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a través del floema (Mathieu et al. 2007; Behailu 2008), hasta el meristemo apical donde
ejerce su accion inductora de la transicion floral, apoyando el primer modelo (Suarez-

Lopez et al. 2001; Berbel 2005).

b) La ruta de la vernalizacion

La vernalizacion es un proceso que consiste en la activacion de la transicion floral por la
exposicion de las plantas a bajas temperaturas durante un periodo de tiempo relativamente
largo (Behailu 2008) Para las especies anuales de invierno y bianuales el requerimiento
de vernalizacion asegura una floracion en primavera después de las bajas temperaturas

invernales (Mir Moreno 2013).

Segun Behailu en el 2008, los andlisis genéticos han detectado dos loci con efectos
cualitativos, FRIGIDA (FRI) y FLOWERING LOCUS C (FLC). Ambos loci se han
aislado a nivel molecular, mostrando que FR/ codifica una proteina sin homologia a otras
proteinas conocidas mientras que FLC codifica un factor de transcripcion con un dominio
MADS. El analisis molecular de estos dos genes indica que FRI regula positivamente la
expresion de FLC, mientras que FLC reprime la expresion de los integradores florales
SOC1 (Sanchez et al. 2008). FLC juega un papel clave en la ruta de vernalizacion pues la
exposicion a temperaturas bajas tiene como efecto la represion de su expresion. Se ha
demostrado que la reduccion de los niveles de mRNA de FLC es proporcional a la
duracion del tratamiento de vernalizacion hasta que se alcanza un nivel de saturacion

(Sheldon et al. 2008; Sanchez et al. 2008; Behailu 2008).

En Arabidopsis, la vernalizacion provoca una bajada de los niveles de transcrito de FLC
que esta regulada por cambios epigenéticos a nivel de la cromatina. Asi, la exposicion a
periodos de bajas temperaturas provoca una metilacion de histonas H3 en las lisinas 9
(H3K9) y 27 (H3K27) que actian reprimiendo la expresion de FLC, y favorecen por tanto
la transicion floral (Tofifio ef al. 2010; Amasino y Michaels 2010; Mir Moreno 2013).
Segun Kim et al. (2005), esta metilacion estd mediada por la actividad de complejos
PRC2 (Polycomb Repressive Complex 2). En Arabidopsis se han descrito los genes
VERNALIZATION 2 (VRN2) y VERNALIZATION 1 (VRNI) como componentes de este
tipo de complejos (Fernandez-Nohales 2011; Mir Moreno 2013).
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¢) La ruta de las giberelinas

Las giberelinas tienen un papel importante en la transicion floral de Arabidopsis,
fundamentalmente en condiciones no inductoras de dia corto (Behailu 2008; Fernandez
Nohales 2011; Mir Moreno 2013). Asi en dia corto, las giberelinas inducen la floracion a
través de dos mecanismos independientes de FLOWERING LOCUS T (FT), por un lado,
activando a LEAFY (LFY) y SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO 1 (SOCI)
(Blazquez et al. 1998; Mouradov et al. 2002; Behailu 2008) y, por otro lado, reduciendo
la acciéon negativa del complejo FLC/SVP al reprimir la expresion de SHORT
VEGETATIVE PHASE (SVP) (Li et al. 2008).

Muchos genes involucrados en la biosintesis de GIBERELINAS (GA) tales como GAl,
GA4 and GA5 y en la senalizacion de GA tales como GAI, RGA y RGLI, han sido
identificados como reguladores del tiempo de floracion en la ruta de las giberelinas
(Behailu 2008). Ademas, recientemente se ha visto que las giberelinas inducen la
expresion de FT en condiciones de dias largos de forma independiente de CO (Hisamatsu
y King 2008), aunque en estas condiciones su papel en la transicion floral es secundario

(Fernandez Nohales,2011).

d) La ruta auténoma

La ruta autonoma confiere a la planta la capacidad de florecer independientemente de las
condiciones ambientales (Komeda 2004; Berbel 2005; Behailu 2008; Fernandez Nohales
2011). Esta ruta es compleja y esta formada por al menos dos mecanismos distintos que
promueven la floraciéon de manera independiente. Por un lado, la ruta autbnoma clasica
la integran una serie de genes, como FCA y FVE, relacionados, respectivamente, con el
metabolismo de RNAs y la modificaciéon de la cromatina, que en ultima instancia
reprimen a FLC (Amasino y Michaels 2010; Fernandez Nohales 2011; Mir Moreno
2013).

Esta ruta, aunque presente en Arabidopsis, no se da en todas las plantas (Amasino 2010)
y en Arabidopsis también parece implicada en la percepcion de la temperatura ambiental
(Kumar y Wigge 2010). Por otro lado, la variante moderna de la ruta autonoma esta

relacionada con la capacidad para florecer segiin la edad de la planta y en Arabidopsis
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implica a los microRNAs codificados por los genes MIR156 y MIR172, asi como a los
factores de transcripcion SQUAMOSA PROMOTER BINDING-LIKE (SPL)y APETALA
2 (AP2) (Fernandez Nohales 2011; Zambrano 2013).

2.2.2. Los genes integradores florales

Todas las rutas mencionadas convergen en la regulacion de la expresion de los genes
integradores florales (Behailu 2008). Estos son los que recogen la informacion recibida
por las distintas rutas inductoras de la floracion y desencadenan la transicion floral,
activando la expresion de los genes de identidad del meristemo floral. Por lo tanto, estos
genes deben ser considerados como promotores de la transicion y las alteraciones en su
funcion se manifiestan en retraso o adelanto en el inicio de la floracion (Fernandez

Nohales 2011).

Los genes integradores que promueven la transicion floral son basicamente cuatro:
FLOWERING LOCUS T (FT), SUPRESSOR OF CONSTANS 1 (SOC1), AGAMOUS-
LIKE 24 (AGL24) y LEAFY (LFY). De los niveles de expresion de estos integradores
depende el momento exacto en el que se produce la transicion floral (Lee y Lee 2010,

Lazaro 2011; Zambrano 2013).

El inductor floral FT se expresa en el tejido vascular de las hojas en respuesta al
fotoperiodo (Yamaguchi et al. 2005; Lazaro 2011; Zambrano 2013). La proteina F7T se
mueve a través del floema hasta el meristemo apical y activa la expresion de SOC! y los
genes de identidad de meristemo floral, e induce la transicion floral bajo las condiciones
ambientales adecuadas. Ademas, es reprimido por el heterodimero formado por SVP y
FLC. De esta manera, FT integra toda la informacion proveniente de cuatro rutas que
inducen la floracion en Arabidopsis: fotoperiodo, autdbnoma, vernalizacion y giberelinas

(Blazquez y Weigel 2000; Lazaro 2011).

Por su parte, SOCI es un factor de transcripcion tipo MADS box cuya expresion estd
regulada por todas las rutas inductoras de la floracion. Inicialmente, SOCI fue
identificado como un mediador de las senales que promueven la floracion procedente de
las rutas del fotoperiodo, autonoma y de la vernalizacion (Zambrano 2013). Asi, tanto

CO, via FT, como FLC regulan la expresion de SOCI mediante la interaccion con
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diferentes regiones de su promotor (Yoo et al. 2005; Li et al. 2008). Ademas, la expresion
de SOCI es reprimida por APETALA 2 (AP2) y regulada por la ruta de los miRNAS 156
y 172, asi como por las familias de factores de transcripcion SPLy AP2 (Yant et al. 2010).
Por otra parte, SOC1 percibe informacion que procede de la ruta de las giberelinas (Lazaro
2011). En resumen, SOC1 integra informacion de varias rutas, siendo un regulador clave

de la transicion floral.

La expresion de AGAMOUS-LIKE 24 (AGL24), que codifica un factor de transcripcional
de la familia MADS, es inducida por la ruta del fotoperiodo, por una via independiente
de FT, y por la vernalizacion, por una via independiente de FLC, y como consecuencia,
la expresion de AGL24 aumenta gradualmente en el meristemo apical durante la
transicion floral (Zambrano 2013). De este modo, AGL24 acta junto con otros genes

como conector de las diferentes rutas que inducen la floracion.

Tras la transicion floral, AGL24 y SOCI forman un complejo activando mutuamente su
expresion en el apice (Liu et al. 2008; Zambrano 2013). Este complejo formado por
AGL24 y SOCI induce la expresion del gen LFY en el meristemo floral y, por otra parte,
en dia corto media el efecto de las giberelinas en la floracion (Lee y Lee 2010). De esta
manera, la actividad de ambos genes en conjunto, promueve la formacion de flores en los

flancos del meristemo apical, una vez percibidas las sefiales apropiadas.

Los represores florales FLC y SVP representan un ultimo punto de conexién entre las
rutas que inducen la floracion, siendo inhibida su expresion por la actividad de las rutas
autonoma y de vernalizacion. Como se ha descrito anteriormente, las giberelinas también
regulan a SVP, provocando una reduccion de su transcripcion en dia corto (Li ef al. 2008;

Lazaro 2011; Zambrano 2013).

2.2.3. Los genes de identidad del meristemo floral

Como se ha descrito anteriormente, las rutas inductoras de la floracion actian como
sensores del momento en el que las condiciones ambientales y enddgenas de la planta son
las apropiadas para llevar a cabo la transicion floral. William et al. (2004) reportan que
la informacion es transmitida a todos los genes integradores florales y estos actiian sobre

los genes de identidad de meristemo floral, que desencadenan un nuevo programa de
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desarrollo que conduce a la formacidon de las flores. Los genes de identidad del meristemo
floral se expresan en los flancos del meristemo apical del tallo y confieren identidad floral
al primordio lateral que se forma (Irish 2010). Para ello, activan y controlan la expresion
de los genes homeodticos florales, que finalmente son los encargados de dirigir la
formacion de los o6rganos de la flor. En Arabidopsislos principales genes de identidad del
meristemo floral son: LEAFY (LFY), APETALA 1 (AP1) y CAULIFLOWER (CAL)
(William et al. 2004).

El gen LFY codifica un factor de transcripcion exclusivo del reino vegetal, presente desde
los musgos a las eudicotiledoneas (Maizel et al. 2005; Zambrano 2013). Durante el
desarrollo de la inflorescencia, LFY se expresa fuertemente en los primordios laterales
del SAM, especificando la identidad floral de los mismos ya que activa la expresion de
otros genes de identidad del meristemo floral como AP! y CAL (Wagner et al. 1999;
William et al. 2004; Fernandez Nohales 2011). En estadios posteriores del desarrollo
floral, LFY, junto con el cofactor UNUSUAL FLORAL ORGANS (UFO) también
interviene en la regulacion de genes homeodticos florales como APETALA 3 (AP3),

PISTILLATA (PI) y AGAMOUS (AG) (Irish 2010).

Los genes APl y CAL codifican factores de transcripcion de la familia MADS con
funciones redundantes (Mandel et al. 1992; Kempin et al. 1995). AP1 y CAL, ademés de
ser activados por LFY en el meristemo floral, a su vez mantienen inducida la expresion
de LFY en el mismo (Kaufmann et al. 2010; Zambrano 2013), asegurando el
mantenimiento de la identidad del meristemo floral y evitando su reversion a
inflorescencia. Posteriormente, la expresion de AP/ queda reducida a los dos verticilos
mas externos de la flor donde participa, junto a APETALA 2, (AP2) como gen homeotico
floral en el desarrollo de los sépalos y pétalos (Irish y Sussex 1990; Bowman et al. 1993;

Zambrano 2013).

Aunque LFY, APl y CAL son los principales genes que mantienen la identidad del
meristemo floral, también se considera a los genes FRUITFULL (FUL) y AP2 como genes

de identidad del meristemo floral (Bowman et al. 1993).

FUL codifica un factor de transcripcion de la familia MADS que induce la expresion de

LFY junto a APl y CAL (Zambrano 2013). Ademas, participa en diversos procesos del

20



desarrollo, y su implicacion en la identidad de meristemo floral se basa, en gran parte, en
la observacion de que en el triple mutante ap/, cal)y ful, las flores son sustituidas por
inflorescencias, como consecuencia de que la expresion de LEAFY (LFY) no se induce y
de que TERMINAL FLOWER 1 (TFL1) se expresa ectopicamente en lo que deberian ser
los meristemos florales (Ferrandiz et al. 2000; Zambrano 2013), y también participa en

el desarrollo del fruto.

Por ultimo, AP2 codifica un factor transcripcional con un dominio caracteristico de unioén
a DNA, el “domino AP2” que acttia en la identidad de los meristemos florales, reforzando
la actividad de LEAFY'y API (Irish 2010). Por otra parte, AP2 participa en otros procesos
del desarrollo de Arabidopsis, tales como la transicion floral (Yant et al. 2010), la
especificacion de la identidad de pétalos y sépalos, y el desarrollo de las semillas

(Zambrano 2013).

2.2.4. Modelo ABC: Control genético de la identidad de los 6rganos florales

Quizas uno de los procesos mas estudiados en Arabidopsis thaliana sea el desarrollo
floral, por lo que muchas de las actividades génicas que regulan este proceso han sido
identificadas (Berbel 2005). Tal como sucede con los factores de transcripcion
HOM/Hox, que controlan la identidad de estructuras durante el desarrollo animal
(Verakasa et al. 2000), existe un conjunto de reguladores transcripcionales que
determinan la identidad de cada uno de los 6rganos en los cuatro verticilos de la flor

(Ripoll 2004; Ochando 2005; Romero et al. 2010).

Las variaciones en los niveles o en los patrones de expresion de estos genes provocan la
transformacion homedtica de 6rganos florales (Meyerowitz 1994). El andlisis genético de
estos mutantes en Arabidopsis thaliana y Antirrhinum majus permiti6 elaborar el modelo
ABC, considerado hoy en dia uno de los dogmas de la Biologia del desarrollo vegetal
(Romero et al. 2010). La validez del modelo es importante debido a que ha podido
estudiar a otras angiospermas, tanto monocotiledéneas como dicotiledéneas (Ambrose et

al. 2003; Fornara et al. 2003).

El modelo propone que la combinacion de tres actividades A, B y C especifica cada uno

de los organos florales de los verticilos (Figura 4), donde se observa que en la imagen A,
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se observa la flor silvestre de Arabidopsis thaliana donde se indican los 6rganos florales.
En la imagen B y C, el esquema general del modelo ABC donde se indican los verticilos
en una seccion transversal de una flor silvestre de Arabidopsis thaliana, las funciones A
y C se excluyen mutuamente. Las imagenes D, E, F, G y H representan las flores de los

mutantes en donde son afectados los siguientes genes: ag (D); apl (E); ap2 (F); ap3 (G)
y pi (H).

La actividad A especifica los sépalos, A+B los pétalos, B+C los estambres y solamente
C los carpelos. El modelo propone que las actividades de A y C se excluyen mutuamente.
En ausencia de C, la actividad A esta presente en toda la flor, y viceversa, no viéndose
afectada la funcion B. En ausencia de la funciéon C, el meristemo floral se transforma en
indeterminado generando una repeticion continua de érganos con alternancia de sépalos

y pétalos (Ripoll 2004; Tofifio 2010).

En Arabidopsis thaliana los genes APETALAI (AP1) y APETALA2 (AP2) pertenecen a
la clase A (Irish y Sussex 1990; Ochando 2005, Tofifio 2010). El gen AP/ codifica un
factor de transcripcion de tipo MADS (Ripoll 2004) y actaa, junto con AGAMOUS (AG),
WUSCHEL (WUS) y LEAFY (LFY) confiriendo identidad al meristemo floral.
Inicialmente se expresa en todo el meristemo y en etapas posteriores se restringe su
expresion al primer y segundo verticilo (sépalos y pétalos). El gen AP2 también estd
implicado en la regulacion de la identidad del meristemo floral, asi como en el desarrollo
de la semilla. Codifica una proteina de uniéon a DNA de tipo EREBP (Ethylene
Responsive Element Binding Protein) (Riechmann y Meyerowitz 1998; Tofifo 2010). El
gen AP2 regula negativamente a AG, restringiendo la expresion al tercer y cuarto verticilo,
de acuerdo con el modelo; sin embargo, aun presentando un papel en el primer y segundo
verticilo, el transcrito de AP2 se localiza en los cuatro verticilos, lo que supondria una
excepcion a la regla del modelo. Recientemente se ha descrito su regulacion
postranscripcional mediante microRNA (miRNA). El microRNA miR172 se localiza en
el tercer y cuarto verticilo e impide la traduccion del transcrito de AP2, apoyando el
modelo ABC (Chen 2004; Jack 2004). Con el gen AP2 cooperan otros factores que, en su
conjunto, regulan negativamente la expresion de AG en los verticilos uno y dos (Klucher

et al. 1996; Krizek et al. 2000).
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Los genes de la clase B en Arabidopsis thaliana, APETALA3 (AP3) y PISTILLATA (PI)
especifican identidad de pétalos y estambres en el meristemo floral. Codifican factores de
transcripcion de tipo MADS que pueden formar heterodimeros entre si (Romero ef al.
2010). El complejo AP3-PI se une a regiones promotoras del gen 4AP3 manteniendo sus
niveles y patron de expresion (Hill ef al. 1998; Honma y Goto 2000). El gen SUPERMAN
(SUP) también presenta un papel en la especificacion de funcion B. Su actividad es
necesaria para el mantenimiento de la expresion del gen 4P3. La desregulacion de los
genes Pl y/o AP3 genera la formacion de pétalos y estambres en cualquier parte de la flor

(Romero et al. 2010).

El gen de la clase C, AGAMOUS (AG) en Arabidopsis thaliana, se expresa en el tercer y
cuarto verticilo, confiriendo la identidad de carpelo y estambre. La expresion ectopica del
gen AG es suficiente para la formacion de carpelos y estambres en el primer y segundo

verticilo. Algo similar sucede en los mutantes ap2, donde AG se encuentra reprimido

(Jack 2004; Ochanda 2005; Tofifio 2010).

A

““Estambres Estigua

‘arpelos

Sépalos

«— Pedicelo

Figura 4. Esquema general del Modelo ABC en Arabidopsis thaliana.
Fuente: Ripoll (2004)
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2.3. FLORACION EN LEGUMINOSAS

La familia Fabaceae, comprende aproximadamente 750 géneros con mas de 19.000
especies (Lim et al. 2014). Las leguminosas son el segundo cultivo alimenticio mas
importante después de los cereales y se caracterizan por sus flores en forma de mariposas,
llamadas papilionadas, y sus frutos tipo vaina (Weller et al. 2009; Foley et al. 2015). La
floracion en leguminosas es un rasgo agrondémico importante que determina el
rendimiento de los cultivos y el momento 6ptimo de floracion estd altamente asociado a
la produccion adecuada de semillas para maximizar la reproduccion sexual exitosa (Jarillo

y Pifieiro 2011).

El proceso de floracion ha estado sujeto al analisis genético en Arabidopsis thaliana. Esta
especie ha proporcionado una gran cantidad de informacion sobre los mecanismos
genéticos y rutas genéticas que controlan el proceso de floracion, las respuestas al
fotoperiodo, temperatura, vernalizacion, desarrollo de flores, percepcion de la luz y
sefales enddgenas (Sung y Amasino 2005; Gardner ef al. 2006; Turck et al. 2008). Es asi
que, tanto la duracion del dia, asi como la temperatura también, tienen una influencia
importante en la floracion y el habito de crecimiento de muchas especies de cultivos de
leguminosas y la capacidad de respuesta a estos factores es una caracteristica de interés

fundamental (Weller ef al. 2009).

La variacion genética de la floracion, también se ha documentado en muchas especies de
leguminosas, con varios loci florales conocidos en plantas de dia corto (DC) como la soja
(Glycine max) y frijol comun (Phaseolus spp), y al menos un locus mendeliano o QTL de
efecto mayor identificado en muchos otros, incluyendo las plantas de dia largo (DL) como
garbanzo Cicer arietinum, lenteja Lens culinaris, trébol Trifolium spp, barrel Medicago
truncatula y el guisante Pisum sativum (Cogan et al. 2006, Millan et al. 2006; Phan et al.
2007; Pierre et al. 2008; Weller et al. 2009).

El guisante (Pisum sativum) se ha utilizado durante varias décadas como un sistema
modelo para la genética fisiologica de la floracion. Se ha logrado buscar secuencias de
secuencia expresadas y secuencias del genoma de bases de datos para identificar los genes
implicados en el proceso de floracion de genes relacionados con secuencias de Medicago

truncatula, Glycine max 'y Lotus japonicus (Hecht 2005).
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Casi tres décadas de andlisis genético y molecular han dado lugar a informacién casi
detallada sobre muchos de los procesos que tienen lugar durante el desarrollo de la
floracion y en la identificacion de un gran numero de reguladores que controlan estos
procesos. A pesar de este impresionante progreso, muchas preguntas sobre el control del
desarrollo floral en diferentes especies de leguminosas permanecen sin respuesta

(Riechmann and Wellmer 2014), como en el caso del tarwi (Lupinus mutabilis Sweet).

Estudios en Lupinus. angustifolius y Lupinus pilosus, demuestran que el proceso de
regulacion en la floracion esta controlado principalmente por las rutas del fotoperiodo y
la vernalizaciéon (Rahman y Gladstones 1974). Ademas, se ha reportado que la precocidad
en la floracion responde a un caracter recesivo y en una floracion tardia, como en el
genotipo Inti (Lupinus sp.), depende mas de la vernalizacion (Clements ef al. 2008) y de

una respuesta a fotoperiodo de dia neutro (Hackbarth 1936).

El secuenciamiento de una parte del genoma de Lupinus albus y Lupinus luteus, abre la
oportunidad de estudiar a Lupinus mutabilis Sweet (Parra-Gonzalez et al. 2012; Oumer
et al. 2015). Comprender la estructura y funcion de los genes involucrados en la floracion
permitiria a los mejoradores genéticos de plantas desarrollar nuevas variedades de
cultivos con tiempos de floracion alterados en tarwi (Lupinus mutabilis Sweet). La
introduccion de genes que participan en la floracion temprana puede facilitar multiples
cosechas en una sola temporada. Ademas, la introduccion de los genes de floracion tardia
puede conducir al aumento de los rendimientos del cultivo prolongando el periodo de

crecimiento vegetativo (Putterill ez al. 2004, Roux et al. 2006; Moon et al. 2013).
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1. LOCALIZACION DEL EXPERIMENTO

El presente experimento fue realizado en la casa malla del Programa de Investigacion y
Proyeccion Social en Cereales y Granos Nativos de la Universidad Nacional Agraria La
Molina, Distrito de la Molina, Provincia de Lima, Departamento de Lima, cuya ubicacién
geografica es 12°15°06°° de Latitud Sur, 76°57°09”" de Longitud Oeste y a una altitud de

243.7 m.s.n.m.

3.2. MATERIAL VEGETAL

Se utilizaron 25 accesiones precoces de tarwi (Lupinus mutabilis Sweet) procedentes del

Banco de Germoplasma del INIA-Huancayo.

3.2.1. Seleccion del material vegetal

Para seleccionar la accesion de alto potencial, se utilizaron los criterios de seleccion de
acuerdo a precocidad, peso de 100 semillas y porcentaje de sobrevivencia a estrés hidrico

en condiciones controladas

a) Precocidad de dias a la floracion: se trabajé con los datos proporcionados por el
Banco de Germoplasma del INIA-Huancayo. Se seleccionaron aquellas accesiones
que presentaron precocidad con menos de 95 dias a la floracion segun la formula
Media+SD del total de 25 accesiones. Las accesiones seleccionadas fueron utilizadas

para evaluar el peso de 100 semillas.

b) Peso de 100 semillas: se tomaron los pesos de 100 semillas de las accesiones que
presentaron precocidad con menos de 95 dias a la floracion y se les compar6 con el
peso de 100 semillas de la variedad comercial Andenes. El peso de 100 semillas se
determino siguiendo la metodologia de Castafieda et al. (2009). Se utiliz6 una balanza

analitica con cuatro digitos. Cada accesion se considerd como un tratamiento y cada



tratamiento contd con tres repeticiones. Las accesiones que presentaron igual o mayor
peso de 100 semillas que Andenes se utilizaron para la evaluacion del porcentaje de

sobrevivencia a estrés hidrico.

Porcentaje de sobrevivencia a estrés hidrico en condiciones controladas: para
seleccionar las accesiones que expresen mayor respuesta al déficit por estrés hidrico,
se aplico el método de Harb (2010), se suspendio el riego por 10 dias tomando como
referencia el trabajo realizado por Hidalgo (2015) y luego se reestableci6 el riego a
capacidad de campo (CC) por seis dias consecutivos, y se le comparo6 con la variedad
comercial Andenes. Las accesiones que presentaron mayor tolerancia a estrés hidrico
en forma de porcentaje de sobrevivencia fueron seleccionadas para evaluar la calidad

de semillas.

3.2.2. Calidad de semillas:

La calidad de semillas fue evaluada en base a los siguientes criterios: tamano de semillas,

contenido de microelementos y proteinas solubles totales.

a) Tamaiio de semillas: se determind el tamafio de semillas en la accesion de alto
potencial, midiendo la altura y diametro de estas con la ayuda de un vernier
electronico Tactix y se compard con la variedad comercial Andenes. Cada
accesion se considerd como un tratamiento y cada tratamiento contd con 25

repeticiones.

b) Contenido de microelementos: la composicion mineral se determiné a partir de
la harina obtenida de semillas completas. Se pesoé 3g de harina de semillas y se
determind el contenido de Zn, Mn y Fe en el Laboratorio de Suelos de la
Universidad Nacional Agraria La Molina. El andlisis se realizéo mediante digestion
hiimeda en mezcla nitro-perclorica. La lectura de los elementos Zn, Mn y Fe se
realizd por espectrofotometria de absorcién atdémica. Los resultados fueron
medidos con el espectroscopio de absorcion atémica Perkin Elmer A Analyst 200

® y expresados en partes por millon (ppm).
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c) Contenido de proteinas solubles totales: se determiné el contenido de proteinas
solubles totales (PST) segin el método de Bradford (1976) en las semillas de
tarwi. Se peso6 0.5 g de harina. Se utilizé como 3 ml de buffer de extraccion fosfato
de sodio 100 mM y pH 7. El homogenizado obtenido se centrifugd a 14 000 g
durante 20 minutos a 4°C, tres veces; enseguida el sobrenadante se utilizd para
cuantificar las proteinas. Se tom¢ 10 ul del sobrenadante y se llevo al volumen
final de 3 ml con el reactivo de Bradford, luego se midi6 la absorbancia en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 595 nm. Para determinar la cantidad
de proteinas se utiliz6 albimina de suero bovino (BS4) como estandar en la curva

de calibracion.

3.2.3. Analisis de datos

A menos que se indique lo contrario, la unidad experimental fue una maceta con cuatro
plantas acomodadas en un disefio completamente al azar (DCA), con modelo aditivo
lineal Yij = p + 11 + €ij, donde Yij es la respuesta, pu es la media del experimento, ti es el
efecto de tratamientos y €ij es el error experimental. Los resultados fueron procesados
con el software estadistico SAS (https://www.sas.com) para establecer las diferencias
significativas entre tratamientos, mediante el andlisis de varianza y las comparaciones

multiples fueron hechas con HSD de Tukey.

3.3. CARACTERIZACION MORFOMETRICA DE LAS YEMAS FLORALES

La caracterizacion morfométrica del desarrollo de las yemas florales de tarwi (Lupinus
mutabilis Sweet) se realizo en base a los caracteres morfologicos de las flores de
Fabacaeae (Rodriguez-Riafio ef al. 1999) y los descriptores morfoldgicos propuestos para
el género Lupinus (IBPGR 1981) y la terminologia usada por Tucker (1987). Los
individuos de Lupinus mutabilis fueron cultivados en la casa malla del PIPS en Cereales
y granos nativos de la UNALM. Todas las medidas morfoldgicas necesarias se realizaron

con ayuda de un estereoscopio Zeiss modelo Stemi DRC y un vernier electronico Tactix.

Las evaluaciones fueron realizadas en doce plantas con inflorescencias inmaduras, en
desarrollo floral tardio (Prenner 2013). Las inflorescencias fueron colectadas y fijadas en

FAA (90 partes de etanol, 5 de acido acético y 5 formaldehido). Las inflorescencias
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inmaduras de L. mutabilis fueron agrupadas de manera artificial en 6 estadios (E1, E2,
E3, E4, ES, E6) en funcién a su altura, didmetro y peso. En los estadios E2, E4 y E6 se

realizo la descripcion morfoldgica de ellos.

3.4. RNA-SEQ DE NOVO DE LAS YEMAS FLORALES TERMINALES

3.4.1. Tratamientos

Las plantas de la accesion seleccionada fueron desinfectadas y germinadas utilizando el
método descrito en la seccion Material vegetal. Se sembraron cinco plantulas en cada
maceta de plastico, usando el sustrato descrito en la seccion Material vegetal. El cultivo
se realizd en la casa malla del Laboratorio de Biotecnologia del Programa de Cereales.

Los brotes fueron seleccionados de la siguiente manera:

Tratamiento 01: Brotes florales en estadio E4

Tratamiento 02: Brotes florales en estadio E6.

Para minimizar la variacidon entre muestras, se hizo un pool de brotes florales conforme
fueron alcanzando los estadios E4 y E6. De esta manera, se utilizaron tres repeticiones
técnicas de cada una de las unidades experimentales, las cuales estuvieron compuestas
por dos macetas con cinco plantas cada una. El flujograma seguido para el desarrollo del

ARN seq de novo es mostrado en la Figura 5.

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

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

El manejo y preparacion de la libreria de RNA-seq, y el secuenciamiento de proxima
generacion (NGS) fueron hechas por MACROGEN Inc.,, Seoul, Korea

(http://macrogen.com). El experimento incluyd 2 tratamientos con 3 repeticiones cada

uno, lo cual origino 6 librerias de RNA-seq.
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b. Filtrado de reads, ensamblaje de novo y analisis de expresion diferencial

Los reads pareados (lecturas) en crudo, fueron examinados para obtener reads de alta
calidad. Para ello, se realizd el filtrado de los reads de baja calidad (score Phred de
calidad>30), la remocidn de adaptadores Illumina y contaminacién por PCR utilizando el

software FastQC (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Al

carecer de genoma de referencia para L. mutabilis, los datos fueron unidos con los reads
provenientes del experimento de Hidalgo et al. (2020), para obtener un ensamblaje mas

completo.

El ensamblaje de novo del transcriptoma se realizo utilizando la herramienta Trinity
(Grabherr et al. 2011), de acuerdo con el protocolo de analisis de RNA-seq (Haas ef al.
2013). La cantidad de cada transcripto fue estimada por el software RSEM (Haas et al.
2013). Utilizando el paquete TransDecoder (Haas et al. 2013), se identificaron los ORFs
(marcos abiertos de lectura) con mas de 200pb, para predecir los genes a partir de los

ensamblados.

¢. Anotacion y enriquecimiento

Al carecer de un genoma de referencia para Lupinus mutabilis, se utilizo la base de datos
de secuencias proteicas no redundantes (nrtNCBI), utilizando el software BLASTX para
obtener las funciones putativas de las secuencias unicas. El filtrado se realizé con los
siguientes parametros: valor E<le-20, porcentaje de identidad >50% y porcentaje de
cobertura del gen >50%. Posteriormente, se utilizd el software EdgeR para la

determinacion de los genes diferencialmente expresados (DEGs) (Robinson ef al. 2010).

La anotaciéon mediante términos de Ontologia Génica (GO), que incluyd Funcion
Molecular, Proceso Biologico y Componente Celular, asi como el analisis de
enriquecimiento de los genes diferencialmente expresados (DEGs), se realizé de acuerdo

a Alafiatayo et al. (2020).
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d. Evaluacion de Rutas Metabdlicas de la Enciclopedia de Genes y Genomas de
Kioto (KEGG).

Los genes diferencialmente expresados con valores de log2FC mayores de 2, menores
que -2 y con FDR<0.05 fueron evaluados con el software GProfiler

(https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/gost). Se analizaron las rutas segin la Enciclopedia de

Genes y Genomas de Kioto (KEGGQG) utilizando Arabidopsis thaliana como organismo de
referencia, con rango de dominio estadistico en solamente genes anotados, empleando

como limite de significancia Benjamini-Hochberg FDR < 0.05.

e. Analisis de datos

Los valores de FPKM (Fragmentos por millon de kilobases), fueron procesados con el
software estadistico SAS (https://www.sas.com) para establecer las diferencias
significativas entre tratamientos, mediante el andlisis de varianza y las comparaciones

multiples fueron hechas con HSD de Tukey.

Phred =30

Datos en crudo 1 » Controlde
(formato fastq) | calidad: FastQC |
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Figura 5: Diagrama de flujo del analisis de 4AR/N-seq de novo.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

El mejoramiento genético ha permitido el desarrollo de variedades que combinen

precocidad, buen rendimiento y tolerancia a factores abioticos (Chéavez et al. 2009).

4.1. SELECCION DE LA ACCESION PROMISORIA

a) Precocidad de dias a la floracion

La precocidad puede ser utilizada en el incremento del grado de certidumbre en la cosecha
del tarwi, debido a que se reduce el riesgo de pérdidas ocasionadas por factores
medioambientales adversos, llegando a reducir su rendimiento. La Figura 6A, representa
las 25 accesiones precoces de tarwi (Lupinus mutabilis Sweet) del Banco de
Germoplasma de INIA-Huancayo. Esta grafica muestra que la precocidad de dias a la
floracion varia de 86 a 120 dias entre accesiones (PO8 y P22 respectivamente). Las
accesiones seleccionadas P08, P11, P16, P17, P21, P24 y P25, son aquellas que
presenaron precocidad con menos de 95 dias a la floracidn, y se encuentran dentro de la

linea horizontal, en la curva de distribucion normal (Mediat£SD).

b) Peso de 100 semillas

El peso de 100 semillas es uno de los componentes principales para evaluar el rendimiento
en tarwi (Lupinus mutabilis Sweet). En la Figura 6B, se presenta el peso de 100 semillas
de las accesiones precoces con menos de 95 dias a la floracion. El peso de 100 semillas
fluctia entre 20.57 y 30.54 g correspondientes a las accesiones P24 y P16
respectivamente. Se observd que las semillas de las accesiones POS, P11, P16 y P21
superaron en peso de semillas con valores de 25.97, 25.17, 30.64 y 28.16 g
respectivamente cuando se compararon con la variedad comercial Andenes (25 g). En
contraste, las accesiones P17, P24 y P25 presentaron los valores mas bajos de peso de
100 semillas por debajo de Andenes con 21.99, 20.57 y 23.50 g respectivamente
(MediatSD).



¢) Porcentaje de sobrevivencia a estrés hidrico

La tolerancia frente al estrés por déficit hidrico es asegurar que los cultivos utilicen
eficientemente el agua disponible, sin afectar su productividad. En la Figura 6C, al
comparar el porcentaje de sobrevivencia a estrés hidrico de las accesiones precoces con
menos de 95 dias a la floracion y peso de 100 semillas superiores con la variedad
comercial Andenes se observo que la accesion P11 tuvo mejor respuesta al estrés hidrico
(50%) a las accesiones P16, P08, P21 y Andenes, quienes mostraron valores de 8, 0, 0 y

8% de sobrevivencia, respectivamente (Tukey, p<0,05).
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Figura 6. Accesiones de tarwi (Lupinus mutabilis Sweet) del Banco de Germoplasma de
INIA-Huancayo. A) Dias a la floracion de 25 accesiones (Media=SD). La curva naranja
indica la distribucion de las accesiones y la linea horizontal indica el punto en el que se
encuentran las accesiones con menos de 95 dias a la floracion (y-9). B) Peso de 100
semillas de accesiones con menos de 95 dias a la floracion (Media+SD). C) Porcentaje de
sobrevivencia a estrés hidrico de accesiones con menos de 95 dias a la floracion. Las
letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba HSD de Tukey

(p<0.05). Las lineas sobre las barras expresan la desviacion estandar.
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4.2. CALIDAD DE SEMILLAS

a) Tamafio de semillas
El tamafio de la semilla es un factor relacionado con la produccion y calidad de las
semillas. La Figura 7A muestra el tamafio de semillas de la accesion P11 y Andenes, se
encontraron diferencias significativas (p<0.05) en las semillas de la accesion P11,
superando en altura a la variedad comercial Andenes (10.28 y 9.63 mm, respectivamente).
La misma tendencia se observo, al evaluar el diametro de las semillas en P11 y Andenes
(8.04 y 7.37 mm, respectivamente), siendo la accesion P11 las que tuvieron el mejor
tamafio de semillas. El tamafio de las semillas es una caracteristica deseable en la
presentacion del producto durante su comercializacion, se ha observado que productores
y consumidores muestran preferencia por granos de tamafios grandes. Seleccionando
genotipos sobresalientes, como los que presenta la accesion P11, se podra satisfacer o

superar las exigencias del mercado nacional e internacional.

b) Contenido de microelementos

Respecto al contenido de micronutrientes, la Figura 7B presenta el contenido de Zn, Mn
y Fe en semillas. Las semillas de Andenes presentaron mayor contenido de Zn (40.07
mg/Kg) que la accesion P11 (36.67 mg/Kg). De igual manera, el contenido de Fe fue
superior en Andenes que P11 (71.67 y 64 mg/Kg, respectivamente); sin embargo, ambas
semillas presentaron altos niveles de estos micronutrientes segin reporta el Centro
Nacional de Alimentacion del Instituto Nacional de Salud para granos nativos (1.38 y
1.40 mg/Kg de Zn y Fe, respectivamente). Ademas, los valores de Fe son mayores a los
mostrados por Ortega ef al. (2010) en la testa (58 mg/Kg) y cotiledones (46 mg/Kg) en

semillas de Lupinus mutabilis.

A nivel mundial las deficiencias mas comunes de micronutrientes en la dieta de las
personas son para Zn y Fe, y cerca del 60% de la poblacion en el mundo presenta
deficiencias de Fe (Yang et al. 2007). En este sentido las semillas de tarwi ayudarian a
reducir estas deficiencias debido a sus altos contenidos de este micronutriente. Por otro
lado, Andenes presentd elevado contenido de Mn con valores superiores a 90 mg/Kg,
mientras que la accesion P11 tuvo valores menores a 30 mg/Kg. Segun reportes de la

Organizacién Mundial de la Salud, el contenido de este microelemento no debe superar
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los 33 mg/Kg debido a que una ingesta elevada de Mn puede producir dafios en el cerebro

y al feto.

¢) Contenido de proteinas solubles totales

Las semillas de tarwi son ricas en proteinas y grasas, razon por la cual deberia ser utilizado
con mayor frecuencia en la alimentacién humana, su contenido proteico es superior al de
la soya, por lo que son excepcionalmente nutritivas. La Figura 7C muestra el contenido
de proteinas solubles totales en semillas de la accesion P11 y Andenes. Los valores
muestran diferencias significatvas (p<0,05) en el contenido de proteinas solubles totales
de semillas en la accesion P11 (0.52 mg/mg de tejido fresco) superando a la variedad
comercial Andenes (0.48 mg/mg de tejido fresco). Estos valores son superiores a los
reportados por Tapia (2015), donde se citan contenidos de 45% de proteinas en semillas.
Aunque, otros investigadores reportan ecotipos estudiados de tarwi con valores maximos
de 49.22% de proteinas en cotiledones. El valor proteico de la semilla entera y los
cotiledones es superior al de otras materias primas comunmente utilizadas en la industria
alimentaria, como la soya que tiene valores aproximados de 40%.

A)
P11l mAndenes
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o M
—Hm

a b
2 T

Tamafio de semilla (mm)

Altura Diametro

B) Q) M Andenes P11

W Andenes mP11 0.53 b

Figura 7. Caracterizacion de la accesion P11 y de la variedad comercial Andenes. A)

(mg. kg")

Contenido de microelementos

Andenes P11

Tamafio de semillas (Media+SD). B) Contenido de Zn, Mn y Fe en semillas C) Contenido
de proteinas solubles totales (Media £ SD). Las letras diferentes indican diferencias
significativas segun la prueba HSD de Tukey (p<0.05). Las lineas sobre las barras

expresan la desviacion estandar.
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4.3. CARACTERIZACION MORFOMETRICA DE LAS YEMAS FLORALES

La inflorescencia en tarwi es un racimo terminal que, al igual que otras especies de la
subfamilia Papilionoideae, inicia su desarrollo con la formacion acropétala de bracteas de
manera helicoidal (Movafeghi ef al. 2010). La Figura 8A, muestra la caracterizacion
morfologica de las yemas florales de la accesion P11 en tarwi. El desarrollo del
crecimiento de las yemas florales, fueron agrupadas de manera artificial en 6 estadios:
El, E2, E3, E4, ES, y E6, en funcién a la altura, didmetro y peso de las yemas florales,
selecciondndose asi aquellos estadios que mostraban diferencias morfoldgicas respecto a

la maduracion de los verticilos florales E2, E4 y E6.

La Figura 8B, muestra la altura, diametro y peso de las yemas florales de los estadios E2,
E4 y E6. La inflorescencia del estadio E2 presenta una altura entre 5.9-6.7 mm, didmetro
3.2-4.7mm y peso 0.02-0.027g. Ademas, presenta 2 verticilos de botones florales. La
inflorescencia del estadio E4 presenta 3 verticilos, y tiene una altura entre 7.4-9.44 mm,
diametro 4.9-5.9 mm y peso 0.042-0.06 g. La inflorescencia del estadio E6, presenta una

altura entre 12.8-13.6 mm, didmetro 5.8-7.1 mm, peso 0.09-0.1.

Ademas, cuenta con 4-5 verticilos bien formados. La diferencia del estadio E2 y E4 no es
muy significativa respecto a la altura y didmetro; sin embargo, es superior al 20% en las
dimensiones de las estructuras florales y el peso aumenta considerablemente. Por otro
lado, en el estadio 6, el aumento de la altura por la extension del eje de la inflorescencia
es considerablemente elevado, no obstante, el aumento en el diametro no resulta

estadisticamente significativo, el peso aumenta en mas del 100% respecto al estadio E4.

La Figura 8C, muestra la caracterizacion de los verticilos florales evaluados en los tres
estadios seleccionados E2, E4 y E6. En el estadio E2, los verticilos de los botones florales
se disponen, aun, de manera semihelicoidal. La distancia entre dos verticilos consecutivos
no es mayor Imm. Las bracteas son de mayor longitud que los botones florales por lo
cual cumplen la funcidon de proteccion. El caliz es ligeramente zigomorfo y presenta un
indumento piloso. El estandarte del primer verticilo es menor a 2mm. Los pétalos que
conforman la quilla menor a 1 mm y aun no se encuentran soldados. El androceo

monadelfo se encuentra formado; sin embargo, no hay una clara diferenciacion entre el
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ciclo externo e interno de estambres. Las anteras del ciclo externo son de mayor tamafio
y estas no presentan polen. El pistilo es piriforme con un estilo inconspicuo y un estigma
no desarrollado. En el estadio E4, las bracteas son de similar longitud que los botones
florares del primer verticilo. El estandarte se encuentra completamente formado. Los
pétalos de la quilla subiguales a las alas y no estan soldados. Las anteras del ciclo externo
presentan ocasionalmente polen. El pistilo presenta una ligera elongacion; sin embargo,
esta no es muy prominente. El estigma no estd claramente diferenciado. Finalmente, en
el estadio E6, las bracteas son de menor longitud que los botones florales, en los cuales
el céliz toma la funcién de proteccion. El caliz es claramente zigomorfo. Inicia la fusion
de los pétalos que forman la quilla. Los verticilos del androceo se encuentran claramente
diferenciados siendo los estambres del ciclo externo mucho mas largos y voluminosos
que los del ciclo interno los cuales detienen su crecimiento. Las anteras de los estambres
del ciclo externo cuentan con polen en su interior. El estilo es notoriamente elongado y el

estigma papiloso se encuentra desarrollado.
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Figura 8. Caracterizacion morfolégica de las yemas florales de tarwi (Lupinus mutabilis
Sweet). A) Estadios del desarrollo de yemas florales de la accesion P11 de tarwi. B)
Altura, diametro y peso de brotes de los estadios E2, E4 y E6. C) Caracterizacion de los
verticilos florales de los estadios E2, E4 y E6.



4.4.ANALISIS TRANSCRIPTOMICO DE NOVO DE LAS YEMAS
FLORALES

El RNA-seq es una técnica de analisis de expresion de alto rendimiento, que permite
identificar y cuantificar de manera precisa los genes que se estan expresando en un
momento determinado (Nagalakshmi et al. 2010). Ademads, es factible realizar este
analisis incluso si no existe un genoma de referencia, tal como ocurre en L. mutabilis.
Esto se logra por la evaluacion de la similitud de los transcriptos de la especie evaluada

con especies relacionadas (Nagalakshmi et al. 2010; Costa-Silva et al. 2017)

a) Secuenciamiento, ensamblaje y filtrado de datos

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

83 145 genes totales (Cuadro 1).

Se hizo la determinacién de la abundancia con el software RSEM y luego se realizo el
filtrado de los transcriptos que tuvieron FPKM > 0.1, valor E<le-20, porcentaje de
identidad >50 y porcentaje de cobertura > 50. Estos valores correspondieron un total de
143 021 471 bases ensambladas en contigs con un porcentaje de 39.31% GC. Los contigs
tuvieron un N50 de 2096, con un promedio de 1680.23. En cuanto al ensamblaje, los 85

120 transcriptos, originaron 37 044 genes totales. Los datos se muestran en el Cuadro 1.
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Cuadro 1: Estadisticas de Ensamblaje y Filtrado del transcriptoma de Lupinus

mutabilis.
Resumen de | Resumen de
ensamblaje filtrados
Genes ~ totales | o35 37 044
segun Trinity
Transcriptos
totales  segun | 172370 85120
Trinity
Porcentaje de
GC (%) 38.62 39.31
N30~ de los | ¢q9 2096
contigs
Promedio  de | g, 5 168023
contigs
Total de bases | /107671 | 143021471
ensambladas

En contraste, en el transcriptoma de L. albus con déficit de fosfato trabajado por
O’'Rourke et al. (2013), se encontraron 277 224 180 reads de Illumina con 125 821

secuencias Unicas con un tamafio promedio de 1 155 pb.

b) Analisis de expresion diferencial

Tras el calculo de la abundancia relativa con el software RSEM, y la deteccion de
secuencias con ORFs (marcos abiertos de lectura) mayores a 200 pb, se procedio a
determinar los genes con expresion diferencial con el paquete EdgeR. Estos genes fueron
filtrados segun su significancia p < 0.05, dando como resultado un total de 2 340 genes
diferencialmente expresados. De estos, 1 443 genes estuvieron sobreexpresados, en tanto
que 897 genes fueron subexpresados (Cuadro 2). En comparacion, O'Rourke et al.
(2013), encontrd 2 128 transcritos diferencialmente expresados en L. albus (2 veces
sobreexpresados; P <0,05; RPKM > 3). Al realizar un filtrado segun su nivel de expresion
(log FC < -2 y log FC > 2) y segtn el valor de False Discovery Rate (FDR< 0.05) se
observaron 533 genes diferencialmente expresados. De entre estos 427 genes estuvieron

sobreexpresados y 106 genes subexpresados (Cuadro 2).

41



Cuadro 2: Genes diferencialmente expresados en las yemas florales de Lupinus

mutabilis.

Resumen de los transcriptos del experimento de las yemas

florales

Numero de genes significativos con valor (p < 0.05) 2 340
Genes sobreexpresados 1443
Genes subexpresados 897

Resumen de filtrado de transcriptos segiin FDR y FC
Numero de genes significativos con valor (FDR< 0.05 y]|

log FC <-2ylog FC>2) 533
Genes sobreexpresados 427
Genes subexpresados 106

¢) Anotacion funcional y enriquecimiento

Para realizar la anotacion funcional del transcriptoma de tarwi, se utilizaron los datos de
expresion ensamblados en transcriptos, para comparar con los genomas de Arabidopsis
thaliana, Glycine max, y también la base de datos ntNCBI. Se enriquecié la anotacion
mediante el analisis de ontologia génica y rutas metabolicas, tal como fue descrito en la
metodologia (Figura 5). De esta manera, se logr6 la identificacion de los términos de
ontologia génica subexpresados y sobreexpresados segun proceso bioldgico, componente

celular y funcion molecular, y las rutas metabdlicas en las cuales estan involucrados.

Términos de Ontologia Génica

El andlisis de Ontologia Génica (Figura 9) permitio establecer la clasificacion de genes

segun Proceso Bioldgico, Componente Celular y Funcion Molecular.

Los cinco principales términos con mayor expresion diferencial dentro de procesos
biologicos, estuvieron relacionados con procesos biosintéticos (123), procesos
biosintéticos de compuestos aromaticos (85), procesos de oxido-reduccion (58), procesos
metabolicos de compuestos que contienen fosfato (51), transporte de transmembranas
(45). Con respecto a Componente Celular, los 5 términos con mas genes diferencialmente
expresados fueron: componente integral de membrana (280), membrana (239),
citoplasma (130), célula (61), organelos unidos a la membrana intracelular (53). Los

términos de Funcién Molecular con mayor cantidad de genes diferencialmente
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expresados fueron actividad catalitica (255), acoplados &cidos nucleicos (106), actividad

hidrolasa (87), acoplado a ATP (71), actividad oxidorreductasa (64).

_GO | Upregulated Downregulated Term
123 o|biosynthetic process
66 | 19]aromatic compound biosynthetic process
P o|oxidation-reduction process
§ 51 o|phosphate-containing compound metabolic process
g 35 10[{transmembrane transport
T |38 o|regulation of transcription DNA-templated
'gﬁ 20 6|carbohydrate metabolic process
g 22 o[cellular amino acid metabolic process
20 o|proteolysis
14 | a|lipid metabolic process
I B 45|Others
217 ] 63|integral component of membrane
239 o|lmembrane
2 |1 B 29| cytoplasm
g (i} L 61|cell
g- 53 olintracellular membrane-bounded organelle
S |» 12|plasma membrane
& |as o|cell periphery
% 16 o|ribosome
O | | 3|cytosol
9 | 3|extracellular region
I L - 57| Others
25 o|catalytic activity
82 ] 2a|nucleic acid binding
s 87 o|hydrolase activity
B |ss l 16/ATP binding
§ 50 I 14| oxidoreductase activity
5 |49 ] 14|DNA binding
§ 23 | 7|transmembrane transporter activity
° |20 | 6|RNA binding
2 18 | s|hydrolase activity, acting on ester bonds
18 | 5|ATPase activity
220 - 65| Others

Figura 9: Enriquecimiento de ontologia génica de los genes diferencialmente
expresados relacionados a Proceso Biologico, Componente Celular y Funcion

Molecular.
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d) Evaluacion de Rutas Metabolicas de la Enciclopedia de Genes y Genomas de
Kioto (KEGG)

El anélisis con Gprofiler permitio la clasificacion de 108 genes diferencialmente
expresados (DEGs) segun KEGG (Figura 10). Se anotaron 108 genes. (GProfiler
parameters: Organism: A. thaliana, Statistical Domain Scope: Only annotated genes,
Significance Threshold: Benjamini-Hochberg FDR < 0.05).Estos fueron incluidos en los
grupos de Biosintesis de metabolitos secundarios (40), Biosintesis de fenilpropanoides
(9), Interconversiones de Pentosa y glucuronato (8), Metabolismo de aminoazucares y
azucares de nucledtidos (8), Metabolismo de almidon y sacarosa (7), Biosintesis de
flavonoides (4), Biosintesis de cera, suberina y cutina (4), Biosintesis de gingerol,

estilbenoide y diarilheptanoide (2)

M KEGG:01110 Biosynthesis of
secondary metabolites

M KEGG:00940
Phenylpropanoid
biosynthesis

i KEGG:00040 Pentose and
glucuronate interconversions

M KEGG:00520 Amino sugar and
nucleotide sugar metabolism

M KEGG:00500 Starch and
sucrose metabolism

i KEGG:00941 Flavonoid
biosynthesis

M KEGG:00073 Cutin, suberine
and wax biosynthesis

Figura 10: Clasificacion de genes segun KEGG.
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A)

Gene Description logFC
transcription factor Il1A

TARGET OF MONOPTEROS 6

AGAMOUS-like 30

GATA type zinc finger transcription factor family protein
GATA type zinc finger transcription factor family protein
GATA type zinc finger transcription factor family protein
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase C2
prohibitin 3

Cytochrome P450 superfamily protein

CLP protease regulatory subunit CLPX1

Ras-related small GTP-binding family protein
SER/ARG-rich protein 34A

DNAJ heat shock N-terminal domain-containing protein

Factores de Transcripcion Otros
transcription factor TARGET OF AGAMOUS:-like 30 Ras-related small GTP- SER/ARG-rich protein Cytochrome P450
1A MONOPTEROS 6 2 binding family protein 34A superfamily protein
200 15 I 8 10 20
i 10 e
100 1
5! 4 5 10
0 - 0 0 =
E4 E6 E4 E6 E4 E6 0 ———— 0 = 0 =
E4 E6 E4 E6 E4 E6
Citoesqueleto
prohibitin 3 glyceraldehyde-3- DNAJ heat shock N-
GATA type zinc finger GATA type zinc finger GATA type zinc finger phosphate Rerminal domain:
transcription factor transcription factor transcription factor 100 dehydrogenase C2 contaifing protain
family protein family protein family protein D
Glyma.05G205800 Glyma.07G073600 Glyma.18G230400 30 3
4 3 3 50
15 2
2 - 2 1
1 1
0 0 0 0 0 = 0
E4 E6 E4 £6 E4 E6 E4 E6 E4 E6 E4 £6

Figura 11. Valores de expresion de genes diferencialmente expresados en E4 y E6 del
desarrollo de la inflorescencia en tarwi. A) Expresion segun logFC y b) Expresion segiin

FPKM.

e) Factores de Transcripcion

Transcription Factor 1114

La variante AT1G72050.2 del factor de transcripcion IIIA (Figura 11A) codifica una
proteina con nueve dedos de zinc Cys(2)-His(2), presente en el nucleo, incluyendo el
nucléolo (Pasha 2020). Esta proteina regula la transcripcion de los genes de ARN
ribosomal 5S por la ARN polimerasa III (Latchman 2008). Se une a la region de control
interno de los genes de ARNr 5s por la region interna durante la primera etapa de la

transcripcion, permitiendo el reclutamiento de TFIIIC, TFIIIB and pol III (Mathieu ef al.
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2003). El factor de transcripcion IIIA, anotado como ATI1G72050.2 estuvo
sobreexpresado en el Estadio 6 (logFC 6.4) en L. mutabilis.

Segun Vimont et al. (2019), el homologo de TFIIIA (AT1G72050) en Prunus avium L.
se ha encontrado sobrerrepresentado en brotes florales en desarrollo, indicando su
relacion e importancia con los procesos de transicion floral y floracion (Vimont et al.
2019). Teniendo en cuenta que en Prunus avium, las flores se desarrollan de forma
individual y no en inflorescencias como en L. mutabilis, la mayor expresion en esta ultima

especie debe expresarse en los verticilios mas jovenes.

Por otro lado, en seres humanos y Drosophila melanogaster, se ha encontrado la
interaccion con bases experimentales de TFIIIA con las proteinas FIE
(FERTILIZATION-INDEPENDENT ENDOSPERM, AT3G20740.1, STRING score
0.633), la cual codifica una proteina similar al regulador transcripcional del grupo
Polycomb, y esta involucrado en la regulacion del establecimiento del eje de polaridad
antero-posterior en el endosperma, y en la represion de la floracion durante la fase

vegetativa (Satijn et al. 2001; Wang et al. 2004).

Se ha reportado la interaccion de TFIIIA con Protein phosphatase 2C en diferentes
organismos (AT2G20050.1; STRING score 0.871), incluyendo Saccharomyces
cerevisiae y Homo sapiens. En los cuales AT2G20050.1 es una proteina capaz de regular
la actividad quinasa de proteina dependiente de AMPc, actuar como una quinasa de
proteinas, proteina de serina/treonina con actividad fosfatasa, actividad catalitica y de
uniéon a ATP, y estd involucrada en la fosforilacion y defosforilacion de residuos
aminoacidos proteicos. El gen AT2G20050.1 es expresado en A. thaliana durante
diversas etapas del desarrollo, incluyendo floracion, diferenciacion y expansion de
pétalos y en la maduracion del embrion (Schweighofer et al. 2004; Xue et al. 2008), por
lo cual, la expresion de una proteina asociada a este gen podria indicar procesos de

diferenciacion dentro de los verticilios florales.

Ademas, TFIIIA interactiia (STRING score 0.897) con RING/U-box superfamily protein
(AT4G10150.1), en el ser humano y raton (Rolland et al. 2014; Gontan et al. 2012).
RING/U-box es una proteina que actiia como factor de union a iones de Zn, capaz de

actuar durante procesos de ubiquitinacion y expresada en las células guardian como parte
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de la respuesta a factores de estrés como altas temperaturas, frio y estrés oxidativo (Luhua
et al. 2013), lo cual indica que TFIIIA constituye también un punto de comunicaciéon con

estrés abiotico.

Por ultimo, TFIIIA interactia (STRING score 0.871) con RPL5A, llamada 60S ribosomal
protein L5-1 (AT3G25520.1). Esta proteina L5 es un componente ribosomal de union al
ribosoma 58S, estando involucrado en su exportacion desde el nicleo hasta el citoplasma

e involucrado en el patron de tejido vascular en hojas y el destino celular adaxial (Chang

et al. 2005; Caroll et al. 2007).

Target of Monopteros 6

En el estadio E6, el transcripto correspondiente al gen Target of Monopteros 6
(AT2G28510.1) se encuentra altamente sobreexpresado (logFC: 9.8), ver Figura 11B Este
gen codifica para una proteina nuclear Dof zinc finger protein DOF2.1, un factor de
transcripcion dedos de Zn con un dominio DOF conservado (Moghaddas ef al. 2018). En
Arabidopsis, se han encontrado 37 genes DOF, que corresponden al 10% de todos los
genes que codifican proteinas dedos de Zn (Riechmann y Ratcliffe 2000). DOF2.1 es
expresado en las etapas preprocambiales en diferentes tejidos de la planta, tras lo cual
restringe su expresion a los sitios del desarrollo de venas durante el desarrollo vegetal a

nivel foliar en A4. thaliana (Gardiner et al. 2010).

Las proteinas DOF de los grupos 1 y 7 son expresados en flores. Ademads, diversas
proteinas de los grupos 2, 7, 8 son expresados en brotes florales (Noguero ef al. 2013).
Segun Konishi y Yanagisawa (2007), las proteinas DOF 2.4 se expresan en las etapas del
desarrollo procambial en 4. thaliana. En ese sentido, su expresion podria relacionarse con
el desarrollo vascular presente en el eje de la inflorescencia en el estadio E6 de L.
mutabilis. En arroz, estas proteinas estan relacionadas con la regulacion del fitocromo
(Iwamoto et al. 2009), estos complejos proteicos son capaces de regular la transicion y
desarrollo floral (Ward et al. 2005). También en maiz, DOF2 actia como regulador
metabolico al bloquear la transactivacion del promotor de la enzima fosfoenol piruvato
carboxilasa C4 (PEP C4) ejercida por DOF1, reprimiendo la expresion de PEP C4, por lo

cual se especula que restringe su expresion en hojas (Noguero et al. 2013).
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Estas proteinas controlan procesos biologicos que son exclusivos en vegetales, como el
desarrollo vascular, la sefializacion a través del fitocromo, germinacion de semillas,
asimilacion de N, procesos fotosintéticos y resistencia a factores de estrés (Moghaddas et
al. 2018). Los transcriptos de DOF se han encontrado sobrerrepresentados en brotes
florales de cerezo dulce (Prunus avium) que se encontraban en dormancia (Vimont ef al.
2019). En Arabidopsis, el gen relacionado DOFS5.1, se ha encontrado sobreexpresado en
hojas, tallos y raices, lo cual puede indicar que este gen pertenece a una compleja de red
de interaccién que permite controlar diversos procesos de desarrollo a nivel vegetal
(Hyung-Sae et al. 2010). Esto indica que este gen es capaz de actuar junto con otros genes,
dando como resultado redes de interaccion que deben ser estudiadas de forma mas
especifica. Todo esto demuestra, la importancia de las proteinas DOF en el crecimiento y

desarrollo de las plantas.

Otro de los transcriptos cuya expresion estéd relacionada con Target of Monopteros, son
los factores de transcripcion Basic helix-loop-helix (bHLH) (AT4G29100). Segiin Heim
et al. (2003) esta proteina nuclear se expresa durante diversas etapas de desarrollo en el
tejido vascular. Ademas, su sobreexpresion ha sido relacionada con mayor sensibilidad a
ABA (Le Hir et al. 2017). El gen BHLH68, de la misma familia, se ha encontrado
diferencialmente expresado en las etapas de floracion, diferenciacion de pétalos y etapa
de expansion floral (Schmid et al. 2005). La expresion de AT4G29100 ha sido asociada
con la sobreexpresion de LIF2 y LHP1, dos genes expresados en tejidos vasculares y
meristematicos y relacionados con los procesos de floracién, homeostasis del desarrollo
floral y determinaciéon del crecimiento del gineceo, las cuales regulan mediante
mecanismos epigenéticos que involucran a los genes Polycomb Repressive Complexes

(PRC) (Latrasse et al. 2011).

Agamous like 30

El transcripto correspondiente a Agamous like 30 (AGL30, AT2G03060.2), ver Figura
11C también mostrd una sobreexpresion en el estadio E6 de L. mutabilis (1ogFC=5.8).
Este gen codifica una proteina de la familia de reguladores transcripcionales MIKC (caja
MADS, dominio de union a queratina, y dominio C terminal). AGL30 es expresado en
granos de polen, formando heterodimeros con otros miembros de la familia MICK (Liu

et al. 2013). Estos genes son expresados en las etapas avanzadas de la maduracion del
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polen, en la que cumplen un rol esencial en la regulacion transcripcional durante el
desarrollo tardio (Verelst et al. 2007). En general, las proteinas AGAMOUS/AG actian en
la determinacién del meristemo floral, asi como en el desarrollo de los 6rganos
reproductivos en dicotiledoneas y monocotiledoneas (Su et al. 2018). En Kerria japonica,
estos genes estan involucrados en la formacion de doble flor (Ma et al. 2018). En
Cymbidium sinense, este gen ha sido involucrado con cambios florales relacionados con
la aparicion de variedades domesticadas (Su et al. 2018). Ademas, Verelst et al. 2007
reportd que AGL30 es capaz de interactuar con AGL65, AGL66, AGL104 para unirse a
los motivos MEF2, permitiendo la germinacion del polen. En tal sentido, la
sobreexpresion de este gen en tarwi (Figura 8C) podria estar involucrada en la

diferenciacion, desarrollo y madurez de los estambres.

Por otro lado, la base de datos String reporta que AGL30 es capaz de interactuar con la
proteina AT4G32820 (Pan et al. 2005), que esta implicada en el desarrollo de peciolos y
determinante de los patrones de ramificacion. Segiin Duc et al. (2015), se demostré que
este gen es capaz de alterar la arquitectura de la inflorescencia en mutantes de
Arabidopsis, lo cual resaltaria su importancia en el desarrollo de la inflorescencia en

tarwi.

Citoesqueleto

La reorganizaciéon del citoesqueleto es uno de los procesos mas importantes que
acompafian al desarrollo floral. En particular, la actina esté relacionada con la induccion
floral (Kost y Chua 2002). Entre los procesos modulados, se encuentra la regulacion y
modulacion del crecimiento del tubo polinico (Drebak ef al. 2004). La actina también esta
involucrada en los procesos de sefializacion presentes en el desarrollo floral al proveer un
componente celular involucrado en el mantenimiento de la forma y estructura. Ademas,
el citoesqueleto también puede actuar como un transductor de informacion de sefial
(Drebak et al. 2004). De hecho, el citoesqueleto también funciona como una diana
dindmica durante los eventos de sefializacion celular. Esta funcion es realizada en
proteinas como Rho-GTPases presentes en los tubos polinicos, los eventos de
autoincompatibilidad vegetal, la disrupcion de la polimerizacion de los filamentos de
actina por el Ca como segundo mensajero, y las respuestas gravitropicas, contacto y

respuesta a la gravedad (Drebak ef al. 2004).

49



Entre los genes asociados a citoesqueleto, se encuentra la familia de factores de
transcripcion GATA type zinc finger transcription factor family protein. Esta familia
comprende factores de transcripcion presentes en hongos, metazoos y plantas, que son
capaces de reconocer la secuencia consenso WGATAR (Reyes et al. 2004). Esta proteina
cumple un rol esencial en la regulacion del desarrollo floral por fotoperiodo al interactuar
con el regulador CONSTANS (CO) (Hayama and Coupland 2003). Ademas, los factores
de transcripcion GATA son capaces de regular el meristemo apical y el desarrollo floral
en Arabidopsis (Zhao et al. 2004). En la Figura 11D-F, se observa que en el estadio E6
de L. mutabilis, los tres transcriptos anotados como GATA type zinc finger transcription
factor family protein estuvieron sobreexpresados (AT2G39900.1 con LogFC=8.7;
AT3G61230.1 con LogFC=8.0; y AT3G61230.1 con LogFC=6.1). Este incremento
puede indicar la respuesta de diversos elementos del citoesqueleto durante el desarrollo
floral en tarwi. Ademas, podria indicar su importancia en procesos de senalizacion y
respuesta a estimulos ambientales. De hecho, en arroz, la aplicacion de estrés por
salinidad, sequia y aplicacion de ABA, ha demostrado los roles inherentes de GATA en

la sefializacion por estrés abiotico (Gupta et al. 2017).

Otros genes diferencialmente expresados

El transcripto anotado como AT1G13440.1 (Figura 11), estuvo sobreexpresado en el
estadio E6 de L. mutabilis (LogFC=6.3). Este gen corresponde a glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase C2, una enzima parte de la via glucolitica. Esta enzima es una
enzima reguladora de la glucdlisis, y cataliza la conversion de gliceraldehido 3 fosfato a
glicerol 3 fosfato (Holtgrefe et al. 2008), lo cual constituye un paso esencial para el
mantenimiento de los niveles celulares de ATP y el metabolismo de carbohidratos (Guo
et al. 2012). Este transcripto expresado en el citosol, nticleo, plastidios, y membrana
plasmatica, también tiene la capacidad de unirse al ADN in vitro (Guo et al. 2012;
Holtgrefe et al. 2008). Este gen ha sido caracterizado dada su importancia en la
produccion de energia, regulacion transcripcional, reparacion de ADN, cascadas de
transduccion de sefial y apoptosis (Hara et a/. 2005; Kim and Dang 2005; Hara and Snyder
2006; Lee et al. 2009), expresandose en tejido vascular foliar joven, semillas, células
vegetales en cultivo de tejidos, tejido vascular foliar, raiz y cotiledones (Aryal et al.

2017).
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El estudio realizado por Mufioz-Bertomeu et al. (2010) demostr6 que la isoforma de esta
enzima presente en los plastidios es necesaria para el desarrollo del polen en Arabidopsis,
de manera que su ausencia conlleva a androesterilidad. Esto corrobora la importancia de
la glucolisis en los plastidios en el metabolismo vegetal, especialmente en el desarrollo
del polen (Mufioz-Bertomeu et al. 2010), por lo tanto, su sobreexpresion en el estadio E6
en L. mutabilis podria indicar la presencia de desarrollo de polen en los verticilos florales.
Ademas, esta enzima parece estar implicada en los procesos de autofagia relacionados
con la liberacion del Citocromo C en respuesta a la activacion de caspasas (Colell et al.

2007).

La proteina GA3PDH también ha sido involucrada en la respuesta a estrés en la
sefalizacion de especies reactivas de oxigeno (EROs) en A. thaliana, lo cual constituye
una conexion directa entre la sefializacion lipidica, el metabolismo energético y el control
del crecimiento en la respuesta vegetal a EROs y estrés hidrico (Guo et al. 2012). Tras
evaluar los perfiles de expresion de AT1G13440 en diferentes 6érganos de A. thaliana, se
encontré menor expresion en flores en comparacion con la cantidad encontrada en hojas,
raices y tallos (Mufoz-Bertomeu et al. 2010), lo cual discrepa con los resultados
encontrados en los brotes florales de L. mutabilis en el presente estudio. Sin embargo, su
importancia no debe ser soslayada dado el hecho de que la limitacion del metabolismo de
carbohidratos, incluyendo la desregulacion de GA3PDH en A. thaliana inhibe el
desarrollo floral (Lauxmann et al. 2016). Por otra parte, en Triticum aestivum, la proteina
GA3PDH se sobreexpresa en raiz, hojas y flores, manteniendo una expresion basal en
otros tejidos. (Zeng et al. 2016). Tal es asi, que AT1G13440 ha sido utilizado como un
gen de referencia en estudios sobre expresion de diferentes genes en A. thaliana (Shkryl
et al. 2021), lo cual resalta su importancia en la mantencion del metabolismo basal en

condiciones normales y de estrés.

En la Figura 11, el transcripto anotado como AT5G40770.1 estuvo altamente
sobreexpresado (LogFC=11.9) en el estadio E6 de L. mutabilis. Este transcripto
corresponde a prohibitin 3 (PHB3), una proteina relacionada con la interaccion hormonal.
De hecho, la expresion de su ortélogo en Medicago sativa estd relacionada con la
modulacion de la respuesta a etileno (Lorenzo et al. 2019). La pérdida de funcionalidad

de este gen se relaciona con sensibilidad incrementada a etileno y exageracion de la
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respuesta a etileno en plantulas etioladas de A. thaliana (Matthew et al. 2007). En esta
misma especie, PHB3 esta relacionada con la division celular, estando sobreexpresada en
lineas transgénicas para BnGRF2 (Brassica napus growth-regulating factor 2-like gene)
(Liu et al. 2012). Esto podria indicar que PHB3 se encuentre involucrada con los procesos
de respuesta a etileno y sobrerregulacion de los genes de control de la division celular

necesarios para el desarrollo de la inflorescencia en L. mutabilis.

El gen PHB3 ha sido estudiado por Wang et al. (2010), quienes encontraron que los
mutantes de este gen son deficientes en la acumulacion de 6xido nitroso (NO) inducida
por acido abscisico, el cierre de estomas y la formacion de raices laterales inducida por
auxinas. La sefializacion por NO ha sido relacionada con el proceso de floracion, a través
del gen CUE1 (encodes a chloroplast phosphoenolpyruvate/phosphate translocator), cuya
pérdida de funcion ocasiona una mayor acumulacién de NO, lo que conllevo a una

floracion tardia en A. thaliana (He et al. 2004).

Por otro lado, PHB3 es un homoélogo de una prohibitina de levadura esencial para la
supervivencia celular y asociada con la protedlisis por las proteasas Clp a nivel
mitocondrial (Steglich ez al. 1999). Esta proteina interacta con un factor de transcripcion
AGAMOUS-LIKE 15 (AGL15) que tiene importancia en el proceso de floracion y se
acumula a nivel del embrion en A. thaliana (Hill 2007). De hecho, las proteinas
relacionadas prohibitin-1 y prohibitin-2 estdn involucradas en el desarrollo floral en
Petunia (Chen et al. 2005). Las prohibitinas, ademdas, estan relacionadas con el
mantenimiento de las flores, de manera que la deplecion de prohibitinas PHB1 a nivel
mitocondrial en Petunia ha sido relacionada con senescencia temprana de flores (Artal-
Sanz y Tavernarakis 2009). De hecho, el silenciamiento de PHB1 y PHB2 ocasion6
inhibicion severa del crecimiento, amarillamiento de hojas, y necrosis, dado que las

plantas fueron mas susceptibles a diversos agentes de estrés oxidativo (Ahn et al. 2006).

Segin Wang et al. (2010) y Yamada et al. (2020), PHB3 puede estar involucrado con el
desarrollo y diferenciacion de la raiz, dado que este gen es capaz de coordinar la division
celular y la diferenciacion en el meristemo radicular apical a través de la sefializacion
dependiente de EROs. Ademas, este gen estd relacionado con la sefalizacion de
brasinolidos, que controla la sefalizacion de EROs que regula el mantenimiento de

células madre en raices (Lee et al. 2019). Este gen parece ser un regulador transcripcional
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y de la expresion génica al interactuar con las proteinas Atlg03860, At2g20530 y
At4g28510 formando un complejo oligomérico de proteinas prohibitinas chaperoninas

(Heazlewood et al. 2003).

En el estadio E6 de tarwi, el gen anotado como AT5G07990.1 fue sobreexpresado (Log
FC=7.7) (Figura 11). Este gen corresponde a Cytochrome P450 superfamily protein
(CYP75B1). Una proteina correspondiente a los grupos de Flavonoides e Interaccion con
hormonas como auxinas (Bowerman et al. 2012). Este transcripto codifica la enzima
flavonoid 3'-hydroxylase, una enzima perteneciente a la ruta de los fenilpropanoides que
produce la sintesis de miles de compuestos, incluyendo flavonoides, como los flavonoles,
antocianidinas y taninos (Schoenbohm et al. 2000). Los transcriptos de esta enzima se
acumulan en mayor medida en a nivel de tallo y flores en Vitis vinifera, y han sido
relacionados con la produccion de antocianinas en esta especie (Jeong et al. 2006). En
Camellia sinensis, se ha demostrado que esta enzima es responsable de la acumulacion
de catequinas, especialmente a nivel de brotes, incrementando la cantidad de estos
compuestos en las corolas de plantas transgénicas de tabaco (Wang et al. 2014). De hecho,
en Ginkgo biloba, un homologo de esta enzima ha sido responsable del incremento de la
produccion de epicatequina y gallocatequina, habiéndose encontrado aumentada a nivel
foliar en plantas de Populus con expresion heterdloga (Wu et al. 2020). Dado que la
expresion de este gen esta relacionada con la presencia de verticilios florales, como la
corola, su sobreexpresion en el estadio E6 en Lupinus mutabilis podria indicar la aparicion
y el desarrollo de pétalos a nivel de las flores individuales (Wang et al. 2014). De hecho,
se ha demostrado que en un estudio de expresion heterdloga en Petunia hybrida, la
acumulacion de antocianinas que proporcionan el color morado a los pétalos, esta
relacionada con la enzima flavonoid 3'-hydroxylase (Mori et al. 2004). Al tener
coloracion violacea, las flores de L. mutabilis podrian tener presencia de estos pigmentos,
lo cual explicaria la sobreexpresion de esta enzima en el estadio E6 de L. mutabilis. Sin
embargo, se debe tener en cuenta que la expresion de las hidroxilasas de flavonoides es
tejido-especifica y depende del grado de desarrollo de la planta, tal como lo demuestra
Vikhorev et al. (2019) en diversas lineas de Hordeum vulgare. Por lo cual es necesario
realizar estudios que permitan confirmar la presencia de estos pigmentos a nivel de la

corola en L. mutabilis.
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Los genes de la familia CYP450 han sido investigados ampliamente en muchas plantas.
Estas enzimas catalizan reacciones biosintéticas y fitoquimicas que producen metabolitos
como fenoles, glucosinolate, fitohormonas, compuestos de sefializacion, terpenoides y
flavonoides, ademas de ser responsables por la regulacion de la homeostasis del
metabolismo vegetal secundario y la comunicacion cruzada entre moléculas sefial
(Ahmad et al. 2019). Ademas, en A. thaliana, existe un solo gen para la enzima flavonoid
3"-hydroxylase. Este gen esta relacionado con CYP701A (At5g25900). El cual codifica
una enzima involucrada con la sintesis de giberelinas, hormonas relacionadas con el
desarrollo floral de las plantas (Yonekura-Sakakibara et al. 2019). Su importancia parece
ser muy alta dado que variantes como CYP78A9 estd involucrada en el desarrollo
reproductivo en A. thaliana, controlando el desarrollo del polen, del integumento de los
ovulos, fenomenos de androesterilidad, y maduracioén del fruto (Sotelo-Silveira et al.

2013).

En la Figura 11, el transcripto CLP protease regulatory subunit CLPXI, mitochondrial
isoform X1 [Lupinus angustifolius] es una proteasa sobreexpresada (LogFC=8.1) en el
estadio E6 de L. mutabilis. Esta proteina tiene especificidad dependiente de ATP, ademas,
dirige la proteasa a los sustratos especificos (Adam et al. 2001). El sistema de proteasas
CLP (caseinolytic protease), constituye el sistema de proteasas solubles mas abundante
y complejo en los plastidos, consistiendo de 15 miembros codificados por genes nucleares

y un miembro codificado por gen de plastidos en Arabidopsis (Olinares et al. 2011).

El sistema Clp cumple un rol esencial en el desarrollo del cloroplasto de Arabidopsisa
nivel del embrion, asi como en hojas (Olinares ef al. 2011). Los miembros de la familia
Clp estan localizados en el estroma con asociacion a las membranas del cloroplasto, en
particular las chaperonas ClpC que interactian con el complejo de traslocacion de
proteinas de la cubierta interna (Adam et al. 2006). Estas proteasas estan involucradas en
un numero de procesos celulares como la degradacion de proteinas mal plegadas,
regulacion de proteinas de vida corta, y remocion constitutiva de proteinas disfuncionales.
Las proteasas Clp también estan implicadas en el control del crecimiento celular, teniendo
como diana a las proteinas de unién al ADN de células (Ekici et al. 3003). La maquinaria
Clp tiene dos componentes oligoméricos: 1) un nicleo de proteasas tetradecamérico con
forma de barril con los sitios cataliticos secuestrados dentro del complejo; y 2) chaperonas

dependientes de ATP hexaméricos similar a anillos. Las chaperonas reconocen sustratos
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especificos con o sin la ayuda de adaptadores, desdoblan estos sustratos y los traslocan
en el nucleo proteolitico para degradacion De esta manera, cumple un rol esencial en la

proteostasis de organelos eucariotas (Striebel ez al. 2009).

En particular, ClpX corresponde a una chaperona dirigida por ATP. Esta chaperona
participa activamente en la proteolisis controlada, reconociendo a los sustratos proteicos
grandes y translocandolos en un estado desplegado en la camara proteolitica ClpP
(Anderssonm et al. 2009). Las proteinas ClpX han evolucionado notoriamente en plantas,
presentando dos pardlogos exclusivos de plantas superiores (Peltier et al. 2004). Dado
que este gen estd relacionado al crecimiento celular, su sobreexpresion podria estar
relacionada con los procesos de diferenciacion que se dan en el desarrollo floral, asi como

un mecanismo de proteccion para disminuir las proteinas mal plegadas.

El transcripto AT3G21700.3 mostré sobreexpresion (FC=5.5) en los estadios E6 de L.
mutabilis (Figura 11). Este gen corresponde a una proteina Ras-related small GTP-
binding family protein relacionado con la transduccion de sefal. Las proteinas GTPasas
pequeiias tienen masas de 21 a 30 kD, son proteinas monoméricas de unioén a nucle6tidos
de guanina relacionados a la subunidad alfa de las proteinas G heterodiméricas (Yang
2002). Segun Bedhomme et al. (2009), este gen también se expresa durante el desarrollo
del polen y en el apice del tubo polinico. Dada la sobreexpresion de este gen (Figura 11),
el transcripto AT3G21700.3 estaria asociado a la presencia de polen en las flores basales

de la inflorescencia, como se pudo describir para la Figura 8.

En la Figura 11, se puede observar que el transcripto AT3G49430.2 (SR34a) estuvo
subexpresado (LogFC=-5.5) en el estadio E6 de desarrollo de la inflorescencia de L.
mutabilis. Este transcripto corresponde a la proteina SER/ARG-rich protein 34A (SR34a),
proteina con un peso de 34KDa, con participacion en el splicing de ARN (Dagher and Fu
2001). Esta proteina esta involucrada en el esplicing alternativo mediado por fitocromo,

en respuesta a la luz (Shikata et al. 2014).

Estos factores de esplicing ricos en Ser-Arg son fosforilados por proteinas quinasas de
SR, modulando la ubicacion subcelular, ensamblaje del espliceosoma y el esplicing de
ARNm (Mathew et al. 2008). Durante la floracion, la isoforma 4 de SR34a es mas

abundante en polen segun Palusa et al. (2007). Ademas, Xu et al. (2018), propone que

55



SR34a es afectado por Lc-miR172a-3p, al estar involucrado en la sefializacion de auxina

y el desarrollo de frutos (Xu et al. 2018).

SR34a es uno de los siete productos generados por el preARNm de SR34. La expresion
de estas variantes génicas es regulada de una manera tejido, 6rgano y temperatura-
especifica, constituyendo un mecanismo no autorregulatorio usado para controlar la
longitud de la proteina a nivel transcripcional, presente tanto en vegetales, como en

animales (Anireddy 2004; Nakagawa et al. 2005).

La sobreexpresion de SR34 es reducida por la sobreexpresion de otras proteinas como
SR30, afectando el sitio y patron de esplicing, lo cual afecta la morfologia y el desarrollo
de plantas transgénicas (Lopato et al. 1999). Los dominios RS presentes en las proteinas
SR actian como un dominio de interaccion proteina-proteina, lo cual influencia la
localizacion de las proteinas SR y su interaccion con otros factores de esplicing que
involucran proteinas SR (Isshiki et al. 2006). Al estar involucrados en el esplicing
alternativo, la expresion de SR34 es afectada por la luz y el esplicing alternativo de genes
reguladores de esplicing (Cheng et al. 2018). También se ha demostrado que SR34

interactua con PK12, una proteina de respuesta a etileno (Savaldi et al. 2000).

Por otro lado, el estrés por calor durante la floracion tiene un efecto perjudicial sobre el
rendimiento de semillas, principalmente debido a una reduccion del nimero de semillas.
La alteracion del tiempo de floracion es un mecanismo evolutivo adoptado por las plantas
para evitar este problema (Kazan and Lyons 2016). Por otro lado, se ha demostrado el rol
crucial de las proteinas DNAJ en el crecimiento, desarrollo, regulacion hormonal y
aclimatacion a estrés abidtico (Bekh-Ochir et al. 2013; Boonsirichai et al. 2003;
Christensen et al. 2002; Harrison et al. 2008; Park et al. 2011; Park et al. 2014). Teniendo
en cuenta que la inflorescencia no estuvo sometida a factores de estrés, es natural que el
transcripto AT1G76700.1 que corresponde a HSP DNAJ heat shock N-terminal domain

containing protein mostréo downregulacion (LogFC=-8.3) en el estadio E6 de L. mutabilis.

Las proteinas DNAJ son cochaperonas que actian junto a HSP70 para controlar la
homeostasis de proteinas (Pulido and Leister 2018). En A. thaliana, las proteinas DNAJ
han sido descritas con funciones ejemplares como la regulacioén de la bomba de protones

ATPasa de la membrana plasmatica, y la integracion de sefiales de floracion al interactuar
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con SHORT VEGETATIVE PHASE (SVP) regulando la expresion de genes de
regulacion de rutas de floracion integrales FLOWERING LOCUS T (FT) and
SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANSI1 (SOC1) (Shen et al. 2011).
Shen et al. (2011) encontraron que la pérdida de funcion de las proteinas con dominio J
retarda significativamente el crecimiento al atenuar la capacidad de union de SVP a las
secuencias regulatorias SOC1 y FT, lo que sugiere que estas proteinas perciben las sefiales
de floracion de diferentes vias metabolicas y promueven la floracion a través de un
antagonismo directo con la actividad SVP en la represion de la transcripcion de SOC1 y

FT durante la transicion floral.
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V. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones que se realizo el presente trabajo de investigacion se puede

concluir lo siguiente:

La accesion de alto potencial que presentd los parametros de seleccion mas
favorables fue la accesion 11: precocidad con menos de 95 dias a la floracion,
peso de 100 semillas y mejor porcentaje de sobrevivencia a estrés hidrico con 50
%, tamafio de semillas, contenido de proteinas y un adecuado nivel de

microelementos (Zn, Mn, Fe).

La caracterizaciéon morfoldgica de las yemas florales de la accesion 11 mostro que
hay diferencias entre estadios E2, E4 y E6; en base a la altura, didmetro y peso.
Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los estadios E2 y
E4 respecto a la altura y diametro. Los estadios E4 y E6 se utilizaron para el

analisis de RNA-seq.

El secuenciamiento de ARN total mediante RNA-seq de Illumina demostraron
2340 genes diferencialmente expresados (1443 genes sobreexpresados y 897
genes subexpresados). Con respecto a Proceso Bioldgico (584 genes
sobreexpresados y 84 genes subexpresados), Componentes Celulares (782 genes
sobreexpresados y 228 genes subexpresados) y Funcion Molecular (877 genes

sobreexpresados y 156 genes subexpresados).

Las rutas metabolicas para el desarrollo de la inflorescencia fueron: Biosintesis de
metabolitos secundarios, Biosintesis de fenilpropanoides, Interconversiones de
Pentosa y glucuronato, Metabolismo de aminoazucares y aztcares de nucledtidos,
Metabolismo de almidon y sacarosa, Biosintesis de flavonoides, Biosintesis de

cera, suberina y cutina, Biosintesis de gingerol, estilbenoide y diarilheptanoide.

Los genes mas importantes diferencialemente expresados el desarrollo de la

inflorescencia en tarwi fueron factor de transcripcion 1114, diana de monopteros



6, AGAMOUS-LIKE30, proteina de la familia de dedos de zinc tipo GATA
Glyma.05G205800, proteina de la familia de dedos de zinc tipo GATA
Glyma.07G073600, proteina de la familia de dedos de zinc tipo GATA,
Glyma.18G230400, proteina de la familia de union pequeiia a GTP relacionada
con Ras, proteina 34A rica en SER / ARG, proteina de la superfamilia del
citocromo P450, prohibitina 3, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa C2,
proteina que contiene dominio de choque térmico DNAJ N-terminal e isoforma

mitocondrial X1 de la subunidad reguladora de proteasa CLP CLPX].
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VI. RECOMENDACIONES

» Realizar el secuenciamiento gendomico de otros estadios fenologicos durante la
floracion en Lupinus mutabilis permitira determinar los genes involucrados en el
llenado de granos, tolerancia a estreses bidticos y abioticos que afectan el
crecimiento y desarrollo de las inflorescencias, asi como, generar estrategias de
mejoramiento biotecnoldgicas que permitan evaluar y aplicar la accion de estos

genes.

» Es muy importante el estudio y analisis posterior a profundidad de toda la data
generada en esta tesis, que permita seleccionar genes que puedan ser utilizados en

programas futuros de mejoramiento genético de Lupinus mutabilis.
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VIII. ANEXOS

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

Banco de Germoplasma del INIA-Santa Ana.

Accesién XS Abreviatura —80 ACCESION |COLECCI PAIS DEPARTAMENTO [PROVINCIA ECOTIPO Dias de floracion _
P01 PERD06145 (08-1580 |03-08-01580 TARWI PERU Cusco Cusco X PRECOZ 119
P02 PERDO5098 (06-2046 6165 TARWI PERU CAJAMARCA CELENDIN X PRECOZ 113
P03 PERO06032 |08-1467 |03-08-01467 TARWI PERU CUsCo CUsCo X PRECOZ 106
P04 PER006121 |08-1556 03-08-01556 TARWI PERU Cusco Cusco X PRECOZ 116
P05 PEROO6026 (08-1461 03-08-01461 TARWI PERU CUSCo CUSCO X PRECOZ 120)
P06 PER004918 (02-1786 3279 TARWI PERU ANCASH HUARI X PRECOZ 112
P07 PER006389 (12-0108 03-12-00108 TARWI PERU JUNIN CONCEPCION X PRECOZ 107
P08 PERO05983 (08-1418 03-08-01418 TARWI PERU CuUsCco CuUsCo X PRECOZ 86)
P09 PERO04935 (08-2077 3298 TARWI PERU CusCo Cusco X PRECOZ 12
P10 PERD06068 (08-1503 03-08-01503 TARWI PERU CusCo CuUsCo X PRECOZ 120]
P11 PERD05942 (08-1377 03-08-01377 TARWI PERU CUsCo Cusco X PRECOZ 95
P12 PER005430(02-1732 103-02-01732 TARWI PERU ANCASH MARISCAL LUZURIAGA [X PRECOZ 107,
P13 PERO05432 (02-1767 03-02-01767 TARWI PERU ANCASH CORONGO X PRECOZ 112
P14 PEROOG007 08-1442 103-08-01442 TARWI PERU Cusco Cusco X PRECOZ 120
P15 PER006400(12-0120 |03-12-00120 TARWI PERU JUNIN HUANCAYO X PRECOZ 107
P16 PER00S969 (08-1404 03-08-01404 TARWI PERU CUSCO CUSCO X PRECOZ 86|
P17 PERDO5726 |08-0563 |03-08-00563 TARWI PERU Cusco PAUCARTAMBO X PRECOZ 86
P18 PERO05994 (08-1429 03-08-01429 TARWI PERU CUsCo CUsCo X PRECOZ 120]
P19 PERD06346 12-0066 |03-12-00063 TARWI PERU JUNIN - X PRECOZ 112
P20 PERDOS515 (06-0451 |03-06-00451 TARWI PERU CAJAMARCA CAJABAMBA X PRECOZ 112
P21 PER006302 (12-0015 |03-12-00015 TARWI PERU JUNIN HUANCAYO X PRECOZ 93
P22 PERD06167 |08-1602 03-08-01602 TARWI PERU CusCco CUsCo X PRECOZ 122
P23 PER006243 |08-1678 03-08-01678 TARWI PERU CUsSCo CUsSCo X PRECOZ 12
P24 PERD05433 (02-1768 03-02-01768 TARWI PERU ANCASH PALLASCA X PRECOZ 93
P25 PERDOS5623 (08-0460 03-08-00460 TARWI PERU CUsCo PARURO X PRECOZ 86




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

C13 Ci14 (15 C19

)

C21 C23 C24 C2A

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

MACQCREPORT _VI1_121106

™ Original Sample QC

General Information

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

Final QC Result of DNA sample(s)

Experiment Date Sample count Pass Fail Hold

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

Final QC Result of RNA sample(s)

Experiment Date Sample count Pass Fail Hold

2017-05-17 12 12 0 0

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

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

QC Result of RNA

Experiment Date 2017-05-17 Tested by LWC Comment
Conc. Final Total
# Sample Name (ng/ul) Vtzlt;;ne Ar(l::)gt;nt RIN Result*
1 Cl4 220.344 50 11.017 8.1 Pass
2 Cl5 113.495 50 5.675 8.7 Pass
3 C19 215.875 50 10.794 8.5 Pass
4 C21 93.459 50 4.673 8.8 Pass
5 C23 267.543 50 13377 8.7 Pass
6 C24 220.236 50 11.012 8.7 Pass
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Anexo 4. Estadisticas de los datos en crudo por Macrogen.

ID Bases totales read | Reads GC(% | AT(% | Q20( Q30(
MUESTRA | (bp) totales ) ) %) %)
C14 5594097908.00 55387108. | 43.46 |56.54 | 96.81 94.84
C15 5128560628.00 (5)8777828. 43.52 |56.48 |96.85 |94.92
C19 4843016458.00 22950658. 43.44 |56.56 |96.93 |95.02
C21 5135089470.00 (5)8842470. 43.46 |56.54 |96.75 |94.75
C23 5196980250.00 2(1)455250. 4338 |56.63 |96.83 |94.89
C24 5211518796.00 2(1)599196. 4330 |56.70 |96.81 94.91
Mi11 5799010546.00 22415946. 43.82 |56.18 |96.84 |94.89
M17 5162300082.00 2(1)1 11882. | 43.86 |56.14 |96.98 |95.08
MI1A 4924410944.00 22756544. 44.03 | 5597 |96.77 |94.78
M23 4450645396.00 22065796. 4320 |56.80 |96.70 | 94.68
M24 4397283864.00 22537464. 43.11 |56.90 |96.86 |94.90
M29 4603500008.00 2(5)579208. 4327 |56.73 |97.52 |95.79
PROMEDI | 5037201195.83 23873279. 43.49 | 56.51 |96.89 |94.95
[0) 17
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