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RESUMEN

El actual fendmeno de la Mega Sequia provoca cambios negativos en las condiciones
ambientales para muchas especies nativas. Esto sugiere la necesidad de identificar
poblaciones y/o individuos con genes que presenten un mayor nivel de expresion, y confieran
aclimatacion y adaptacion frente a dichos cambios, permitiendo un mejor desarrollo y
sobrevivencia de estas especies. Por otra parte, la diversidad y diferenciacion genética pueden
usarse como instrumentos de conservacion al identificar y caracterizar genes con funciones
importantes que juegan un rol en la adaptacion a un habitat cambiante.

La presente memoria tiene como objetivo estimar la diversidad y diferenciacion genética de
Porlieria chilensis (guayacan) en dos poblaciones (Colina y EI Mel6n), sometidas a un
experimento de restriccion hidrica. Para esto se describirdn genes con funciones relevantes
en el metabolismo y que se expresan diferencialmente bajo condiciones de riego y restriccion
hidrica. Ademas, se caracterizaran marcadores moleculares de tipo Polimorfismo de
Nucledtido Unico (SNP en inglés) y se identificaran rutas, componentes y funciones
expresadas. A partir, de una base de datos desarrollada por experimentos previos se
expresaron, secuenciaron y clasificaron 2.985 marcadores moleculares tipo SNP. Los
resultados indican que en promedio los valores de heterocigosidad observada (Ho) y
heterocigosidad esperada (He), para las dos poblaciones analizadas son de un 0,3794 (Colina)
y 0,2747 (El Meldn); mientras que el valor de indice de fijacion (Fst) entre ambas poblaciones
es de 0,0069. De los 2.985 SNPs, se encontro que la gran mayoria (78%) de estos estan bajo
equilibrio de Hardy-Weinberg. De estos SNPs se detectan 200 que se sub- 0 sobre- expresan
diferencialmente en diversos procesos biolégicos involucrados en la respuesta a la restriccion
hidrica, tales como canales de agua, chaperonas, proteasas y quinasas. Ademas, se describe
una de las rutas metabélicas, donde se indican seis importantes procesos para la biologia de
guayacan (“Proceso celular”, “Proceso metabdlico”, “Regulacion biologica”, “Regulacion de
procesos bioldgicos”, “Localizacion”, y “Respuesta a estimulos”). En conclusion, ambas
poblaciones presentan valores altos de diversidad genética en comparacion a otras especies
con rasgos taxondmicos similares. Ademas, se evidencia una baja diferenciacion genética, lo
que indica una escasa o nula estructuracion genética de estas dos poblaciones analizadas. Por
otra parte, la expresion de SNPs en procesos bioldgicos guarda relacion con la restriccion
hidrica tales como traduccién, procesos de oxido-reduccion y fosforilacion. Lo anterior
muestra el impacto de la restriccion hidrica a nivel molecular, donde la mayoria de los SNPs
tienen una sobre expresion, aumentando su actividad o su contenido.

Palabras Clave: Porlieria chilensis, diversidad y diferenciacion genética, SNP, Funcion
molecular, Componente celular, Proceso biologico.



ABSTRACT

The current Mega-Drought phenomenon causes negative changes in environmental
conditions for many native species. This suggests the need to identify populations and / or
individuals with genes that present a higher level of expression and confer acclimatization
and adaptation to these changes, allowing better development and survival of these species.
On the other hand, genetic diversity and differentiation can be used as conservation tools by
identifying and characterizing genes with important functions that play a role in adaptation
to a changing habitat.

The purpose of this report is to estimate the diversity and genetic differentiation of Porlieria
chilensis (Guayacan) in two populations (Colina and EI Meldn) subjected to a water
restriction experiment. For this, genes with relevant functions in metabolism and that are
differentially expressed under irrigation conditions and water restriction will be described. In
addition, Single Nucleotide Polymorphism (SNP) molecular markers will be characterized
and expressed routes, components and functions will be identified. From a database
developed by previous experiments, 2,985 SNP-type molecular markers were expressed,
sequenced and classified. The results indicate that on average the observed heterocigosity
(Ho) and expected heterocigosity (He) values, for the two populations analyzed are 0.3794
(Colina) and 0.2747 (ElI Meldn); while the value of fixation index (Fst) between both
populations is 0.0069. Of the 2,985 SNPs, the vast majority (78%) of these were found to be
under Hardy-Weinberg equilibrium. Of these SNPs, 200 are detected that are differentially
under- or overexpressed in various biological processes involved in the response to water
restriction, such as water channels, chaperones, proteases and kinases. In addition, one of the
metabolic routes is described, where six important important processes for the biology of
Guayacan are indicated ("Cell process”, “Metabolic process”, "Biological regulation”,
"Regulation of biological processes”, "Localization"”, and "Response to stimuli”). In
conclusion, both populations present high values of genetic diversity compared to other
species with similar taxonomic traits. In addition, a low genetic differentiation is evidenced,
which indicates little or no genetic structuring of these two populations analyzed. On the
other hand, the expression of SNPs in biological processes is related to water restriction such
as translation, oxidation-reduction processes and phosphorylation. The above shows the
impact of water restriction at the molecular level, where most SNPs have an overexpression,
increasing their activity or content.

Keywords: Porlieria chilensis, diversity and genetic differentiation, SNP, Molecular
Function, Cellular Component, Biological Process.



1. INTRODUCCION

La diversidad y diferenciacion genética pueden usarse como instrumento de conservacion, al
identificar genes con funciones importantes que juegan un rol en la adaptacién al habitat,
permitiendo la seleccion de individuos que presenten dichos genes dentro de un programa de
mejoramiento genético, con el fin de reproducir plantas mas resistentes y mejor adaptadas
(Collada y Jiménez, 2008). Ademas, valores altos de diversidad genética indican, para una
poblacién, una mayor probabilidad de sobrevivir y capacidad de adaptacién frente a cambios
en su ambiente (Ipinza, 2015). Lo anterior tiene una estrecha relacion con el &mbito forestal
bajo el actual fendmeno de la Mega Sequia que provoca cambios negativos en las condiciones
ambientales de muchas especies nativas (Bambach et al., 2013), debido a esto surge la
necesidad de la busqueda de individuos con genes que expresen funciones relacionadas a la
adaptacion ante dichos cambios, permitiendo un mejor desarrollo y sobrevivencia de estas
especies.

Un aspecto que puede ser abordado en este contexto es el metabolismo de las plantas,
responsable de las reacciones que realizan las células en la planta y que cumplen
determinadas funciones (Carril y Garcia, 2009), del cual se puede comprender mejor su
funcionamiento, si se conoce los genes responsables de su expresion frente a condiciones
adversas como por ejemplo; bajo restriccién hidrica. Una herramienta usada para caracterizar
los genes, cuantificar la diversidad y diferenciacion genética de especies forestales son los
marcadores genéticos (Moreno-Letelier, 2007), uno de ellos corresponde a los polimorfismos
de nucledtido unico (SNP), los cuales han dado resultados mas fiables y robustos sobre la
estructura genética que otros marcadores, como los microsatélites al ser usado en otras
especies (Fischer et al., 2017).

El analisis de expresion diferencial, que puede basarse en el uso de SNPs, localiza genes que
se expresan diferencialmente en una poblacion con respecto a una condicion control, lo que
permite conocer y cuantificar la expresion de los genes midiendo el ARN presente en un
momento determinado (Giménez, 2017). Por lo que, esta herramienta puede aplicarse para
identificar genes que son activados en cierta condicién y que a la vez guarden relacién con
procesos sobre el desarrollo de un individuo, generando informaciéon para una futura
seleccion de genes asistida por marcadores, para reproducir plantas que se puedan desarrollar
de manera dptima, tanto en condiciones normales como de restriccion hidrica (Zhuanfang et
al., 2011).

La Mega Sequia ha generado una reduccion importante en la precipitacion en el centro del
pais (Garreaud et al., 2020), afectando negativamente a la vegetacion de bosques nativos y
matorrales de la ecorregion mediterranea (Garreaud et al., 2017). Modelos proyectados, para
el siguiente siglo, indican una disminucion en el area de distribucion para todas las especies
del ecosistema mediterraneo a causa de este fendomeno climatico (Bambach et al., 2013). Una
de las especies afectadas es Porlieria chilensis (I. M. Johnst), la que en base a un modelo
propuesto por Loayza et al. (2015), se predice una reduccion de a lo menos el 60% de su
distribucion potencial actual en los préximos 100 afios.

Porlieria chilensis (guayacan), es una especie endémica de Chile, que corresponde a un
arbusto o arbol siempre verde que se distribuye entre las regiones de Coquimbo y de
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O’Higgins, con relevancia ecologica en sectores aridos y semiaridos, encontrandose tanto en
zonas costeras como en la Cordillera de Los Andes (Hechenleitner et al., 2005; Mufioz et al.,
2008). Categorizada oficialmente como “Vulnerable” en el 2008 por el Ministerio de Medio
Ambiente (de aqui en adelante abreviado MMA), clasificacion que no ha cambiado, la
especie guayacan se encuentra fragmentada en subpoblaciones con una muy baja densidad,
debido a su sobreutilizacion en el pasado y se espera que su poblacion siga disminuyendo en
los afios por venir (Loayza et al., 2015).

En vista de lo anterior, la siguiente memoria busca analizar la diversidad y diferenciacion
genética relacionada a genes que estan asociados a la expresion de rutas, funciones y procesos
metabdlicos en dos poblaciones de guayacdn bajo condiciones de restriccion hidrica. Esto
permitira aportar al conocimiento de genes con un rol importante en el metabolismo de la
especie que se expresan bajo condiciones de riego restringidas, permitiendo su uso para
estudios posteriores en relacion al desarrollo y mejoramiento de guayacan ante condiciones
con escasa disponibilidad de agua.

A continuacion, se presentan los antecedentes generales mas importantes acerca de la
diversidad y diferenciacion genética, la Mega Sequia y de la especie analizada, Porlieria
chilensis.

1.1 Antecedentes de diversidad y diferenciacion genética

En primer lugar, se dan a conocer los antecedentes méas relevantes de diversidad y
diferenciacion genética.

1.1.1 Diversidad y diferenciacion genética

Se denomina a la diversidad genética al nimero total de caracteristicas genéticas dentro de
cada especie, 0 a la variabilidad de alelos y genotipos presentes en un grupo estudiado, sea
una poblacion, una especie o un conjunto de especies. Una diversidad genética alta indica
mayores posibilidades para que una especie sobreviva frente a cambios en el ambiente,
mientras especies con poca diversidad genética poseen un mayor riesgo. Esta diversidad se
ve aumentada por la existencia de flujo genético, mutaciones y procesos de recombinacion
génica; y se ve disminuida por la seleccion natural, autofecundacion, endogamia y deriva
genética. La diversidad genética es frecuentemente conocida como la heterocigosidad
esperada, que se define como la probabilidad de que dos alelos sean diferentes cuando se
muestrean dos gametos de un cierto locus al azar o también, como la proporcion de
organismos heterocigotos calculada en base al equilibrio de Hardy-Weinberg; mientras la
heterocigosidad observada es la proporcion de organismos heterocigotos calculada en base a
los genotipos observados en una muestra poblacional (Ipinza, 2015; Tripp, 2009).

En el Cuadro 1 se presentan los valores de heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad
esperada (He), indice de fijacion (Fst), para poblaciones de diversas especies nativas, con el
tipo de marcador que se usé para calcular estos parametros.



Cuadro 1. Heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada (He), indice de fijacion
(Fst) entre poblaciones de especies nativas con sus respectivos marcadores. La referencia
bibliogréafica se sefiala con el nimero del autor entre paréntesis que se indica al final de cada
cita de la bibliografia.

Especie Tipo de Ho He Fst Referencia
marcador

Nothofagus alessandrii Azm 0,176 | 0,1820 | 0,257a (102)
Nothofagus alpina Azm 0,173 - 0,0380 (59)
Nothofagus dombeyi SNP 0,250 - 0,1116 (41)
Nothofagus nitida Azm 0,036 0,045 0,047a (85) y (86)
Nothofagus obliqua Azm 0,600 0,662 0,0510 (4)y (107)
Monttea chilensis ADNCcp - - 0,9030 (7)
Aextoxicon punctatum ISSR 0,705 | 0,7125 (75)
Austrocedrus chilensis Azm 0,203 0,255 0,1160 (97)
Beilschmiedia miersii ISSR 0,230 - 0,0500 (64)
Eriosyce chilensis AFLP - 0,3194 | 0,0863 (101)
Eriosyce chilensis var. | AFLP 0,3156 | 0,1096 (101)
albidiflora -
Eriosyce subgibbosa AFLP - 0,3210 | 0,1123 (101)
Eriosyce curvispina var.| AFLP - 0,3420 | 0,1650 (101)
mutabilis
Pouteria splendens AFLP - - 0,020b (10)
Prosopis chilensis SSR 0,590 0,700 0,0300 (11)
Quillaja saponaria SSR 0,541 | 0,5614 - (53)

AFLP = Polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados, Azm = Aloenzimas,
ISSR= Inter Microsatélites, SSR = Microsatélites, y Ay B hacen referencia a dos medidas de
diferenciacion genética similar a Fst, donde a = Gst y b = PhiPT.

Cabe mencionar que, al usar diferentes marcadores moleculares, las estimaciones de
diversidad genética pueden variar significativamente. En un estudio con poblaciones de
Araucaria angustifolia (Bert.) Kuntze, se determind que con marcadores microsatélites los
valores de Ho y He eran 0,644 y 0,708, mientras usando marcadores tipo SNPs eran 0,311 y
0,312 respectivamente (Silva et al., 2020).

Por su parte, Holsinger y Weir (2009) indican que Sewall Wrigth introdujo el estadistico Fst,
definido como la correlacién de alelos elegidos al azar dentro de la misma subpoblacién en
relacion con toda la poblacion y es una medida de la diferenciacion genética, la que provee
informacioén clave acerca de los procesos evolutivos que influyen en la estructura de la
variacion genética dentro y entre las poblaciones. Los valores de Fst van de 0 a 1, donde cero
indica que no hay diferencia entre poblaciones, es decir los grupos analizados son idénticos
y uno la maxima diferencia entre poblaciones analizadas. Los rangos de diferenciacion
genética (Fst) son de 0 a 0,05, poca, 0,051 a 0,15 moderada, de 0,151 a 0,25 grande y muy
grande de 0,25 a 1. Estimaciones de Fst permiten identificar regiones del genoma que han
estado sujetas a seleccion y las comparaciones de esta diferenciacion en diferentes partes del
genoma pueden entregar informacion sobre la historia demogréafica de las poblaciones,
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teniendo un rol central en la poblacién y la genética evolutiva con aplicaciones en diversos
campos (Holsinger y Weir, 2009).

Al igual que con la diversidad genética en términos de Ho y He, hay un cambio en la medicion
segun el tipo de marcador que se usa. Silva et al. (2020), calculan para Araucaria angustifolia
(Bert.) Kuntze un Fst con microsatélites de 0,110, mientras para SNP se obtuvo un valor tres
veces superior de 0,318, lo que lo convierte en un aspecto a tomar en cuenta al momento de
comparar resultados con el de otros autores.

Es posible usar la genética como instrumento de conservacion al permitir diagnosticar y
prevenir el riesgo de pérdida de viabilidad en una determinada unidad de estudio, como por
ejemplo una especie, y en particular aquellas que se encuentran en alguna categoria de peligro
(Dominguez-Dominguez et al., 2019), ademas hace posible la seleccion de individuos con
caracteristicas favorables y heredables de importancia econémica en planes de mejora, como
también en programas de restauracion, ayudando a identificar individuos con una alta o poca
variabilidad que pueden estar o no diferenciados en su adaptacion al hébitat (Collada y
Jiménez, 2008). Por ultimo, una herramienta para cuantificar la diversidad y diferenciacion
genética de especies forestales son los marcadores genéticos (Moreno-Letelier, 2007), siendo
estos de interés para el presente estudio.

1.1.2 Marcadores moleculares y SNPs

Los marcadores moleculares o genéticos, se definen como un segmento de ADN cuya
ubicacién fisica en un cromosoma es conocida, utilizdndose para rastrear la herencia de un
gen cercano aun no identificado, pero cuya localizacion aproximada es conocida (NIH, S.A
(@)). Proveen una estimacion de la diversidad genética neutral, que es aquella variacion no
determinada por seleccidn natural, existiendo diferentes tipos de marcadores que segun las
caracteristicas de la molécula o el fragmento de molécula analizado entregan distinta
informacién (Collada y Jiménez, 2008). Gracias a los marcadores es posible establecer
relaciones de paternidad y parentesco, relaciones filogenéticas, o analizar qué procesos
afectan a las poblaciones por ejemplo; migracion y deriva génica (Collada y Jiménez, 2008).

Un tipo de marcador molecular corresponde a los polimorfismos de nucle6tido Gnico (SNP),
gue generan una variacion en solo un par de bases en la secuencia del genoma (NIH, S.A
(b)). Estudios recientes indican que los SNPs proporcionan una mejor calidad de datos,
resultados de analisis de ADN mas precisos y con un mayor contenido de informacion que
otros marcadores (Zhuanfang et al., 2011). Para la identificacion de SNPs se hace uso de
contigs (para mas definiciones ver Apéndice 1), los que recrean una seccion de la cadena del
ADN superponiendo varios segmentos de ADN de diversas muestras, los que al variar en una
base nitrogenada (adenina, citosina, guanina y timina), entre individuos para un lugar en el
cromosoma permiten obtener un SNP. En la siguiente figura se ejemplifica lo que es un SNP.
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Figura 1. Método para la identificacion de SNPs.

En el ejemplo ilustrado en la Figura 1, para el cromosoma 2 del individuo 1 en la posicion
marcada en el recuadro amarillo existe una timina (T), mientras para el individuo 2 en el
mismo lugar hay una citosina (C), existiendo un SNP para esa posicion del genoma de esa
especie.

1.1.3 Metabolismo y analisis de expresion génica diferencial

El metabolismo de las plantas es responsable de las reacciones que realizan las células en la
planta y que cumplen determinadas funciones. Conocer los genes responsables de su
expresion frente a condiciones adversas como por ejemplo; bajo restriccion hidrica puede
ayudar a comprender mejor su funcionamiento (Carril y Garcia, 2009). Mediante el estudio
de la diversidad y diferenciacion genética se puede identificar genes que estén relacionados
a las rutas, funciones y procesos metab6licos expresados y en qué grado lo hacen bajo
condiciones de restriccion hidrica.

La expresion génica diferencial es el proceso por el que las células son capaces de decodificar
la informacion dentro del ADN, para elaborar un producto génico con un rol clave en el buen
funcionamiento del organismo. Es posible revelar estos productos a partir del ARN en un
analisis de expresion diferencial, el que permite identificar genes que se expresan
diferencialmente en relacién a una condicién control, pudiendo observar si la produccion
proteinas en las células exhiben un comportamiento distinto cuando son sometidas a diversos
estimulos, por ejemplo, una exposicion mayor a la radiacion o una variacion en los niveles
de agua disponible (Giménez, 2017). En base a lo anterior, es posible utilizar un analisis de
la expresion diferencial para identificar que genes son activados y cuales son apagados bajo
cierta condicion, los cuales ademas estén relacionados con procesos claves en el desarrollo
de un individuo por ejemplo; bajo restricciéon hidrica, generando asi informacion para una
futura seleccion de genes asistida por marcadores ,para reproducir plantas que se puedan
desarrollar de manera éptima tanto en condiciones normales como bajo restriccion hidrica
(Zhuanfang et al., 2011).

1.1.4 Moléculas relacionadas a la tolerancia por estrés por restriccion hidrica y sequia

Varela (2010), describe gque existen tres tipos de mecanismos de respuesta al estrés de las
plantas: De evasion, donde la planta retrasa el efecto del factor estresante; de escape, la planta
no puede evitar el factor estresante y se confina a espacios sin estrés o adapta su ciclo de vida
a periodos més favorables; y de tolerancia que es donde la planta soporta la accion del factor
del estrés, osea le permite seguir funcionando aun bajo los efectos del estrés. Respecto a este
ultimo, con el fin de sobrevivir bajo condiciones de restriccion hidica, las plantas son capaces
de responder mediante una serie de procesos fisioldgicos, celulares y moleculares que se
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derivan en tal tolerancia al estrés. Diversos genes inducibles por sequia con variadas
funciones se han determinado por medio de andlisis moleculares y gendémicos en
Arabidopsis, arroz y otras plantas, incluyéndose factores de trascripcion que median la
expresion génica inducible por estrés. Los productos de genes inducibles por estrés tienen
funciones en la respuesta inicial al estrés y en el establecimiento de la tolerancia al estrés
(Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007).

En Arabidopsis los productos de genes inducibles por sequia determinados mediante analisis
de microarrays pueden clasificarse en dos grupos. El primero incluye proteinas con posibles
funciones en la tolerancia al estrés abidtico. Dentro de estos se encuentran las moléculas
conocidas como chaperonas, proteinas abundantes en embriogénesis tardia (LEA por sus
siglas en ingles), proteinas anticongelantes, osmotina, proteinas de union a ARNm, enzimas
clave para la biosintesis de osmolitos, proteasas y proteinas del canal de agua, entre otras. El
segundo grupo la constituyen proteinas reguladoras, o sea, factores proteicos involucrados
en la regulacion adicional de la transduccion de sefiales y la expresion génica sensible al
estrés. Se incluyen diversos factores de transcripcion, proteinas fosfatasas, quinasas y
moléculas de sefalizacion entre otras. Una gran cantidad de genes de factores de
transcripcion eran inducibles por estrés, lo que sugiere que diversos mecanismos reguladores
de transcripcion tienen funciones en la regulacion de las vias de transduccién de sefiales de
estrés por sequia, alta salinidad o frio. Posiblemente, estos factores de transcripcion
gobiernan la expresion de genes inducibles por estrés, ya sea de forma independiente o
cooperativa, constituyendo redes de genes en el género Arabidopsis (Shinozaki y
Yamaguchi-Shinozaki, 2007).

Semejantemente a Arabidopsis, los productos de genes inducibles por estrés determinados en
el arroz, pueden también clasificarse en proteinas funcionales y proteinas reguladoras
(Rabbani et al., 2003). Un analisis comparativo entre los genes inducibles por estrés en
Arabidopsis y los del arroz indicé una similitud considerable en las respuestas al estrés entre
los dos genomas. Dentro de los 73 genes que se identificaron como inducibles por estrés en
el arroz, se indicd que 51 en Arabidopsis poseen una funcion parecida. Lo anterior confirma
gue, aunque estas dos plantas comparten genes inducibles por estrés en comun, aun cuando
evolucionaron de forma separada hace méas de un millon de afios. En base a lo anterior, es
posible usar los productos génicos, ya descritos en Arabidopsis, para comprender mejor la
funcion de genes que se expresan bajo sequia en Porlieria chilensis, una especie poco
estudiada (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007). Los productos génicos detallados para
Arabidopsis dentro del estudio de Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki (2007) se presentan a
continuacion.
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Figura 2. Funciones de productos génicos o genes inducibles por estrés por sequia en la
tolerancia y respuesta al estrés. Se clasifican en dos grupos los productos genéticos. Fuente:
Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki (2007).

1.2. Antecedentes de Mega Sequia
A continuacion, se dan a conocer los antecedentes mas relevantes de la Mega Sequia.
1.2.1 Definicién y causas

Se define como Mega Sequia al periodo constante de afios secos que ha prevalecido en Chile
central desde el afio 2010 (Garreaud et al., 2017). Este fendmeno ha implicado la disminucion
de la precipitacion en el centro del pais, alcanzando al dia de hoy déficits de lluvia anuales
que varian entre el 25y el 45% (Garreaud et al., 2020). A grandes rasgos, tanto la variabilidad
natural como las acciones antropogénicas juegan un papel clave en sostener la Mega Sequia
en Chile central, de la cual se atribuye al componente natural al menos la mitad del efecto de
la sequia, y un cuarto al accionar del hombre (Garreaud et al., 2020), y cuyos efectos en
especies nativas de esta zona del pais han sido significativamente negativos (Bambach et al.,
2013).

1.2.2 Efectos en el ambiente y la vegetacion

Garreaud et al. (2017), indican que durante el periodo 2010-2015 el déficit de precipitacién
afecto la capa de nieve subtropical de los Andes, con una reduccion cercana al 30% en agua
de nieve a grandes alturas y una disminucion en el coeficiente anual de escorrentia-lluvia.
Respecto a la vegetacion, algunas consecuencias son la reduccion de la actividad fotosintética
de bosques nativos y matorrales de la ecorregion mediterranea (Garreaud et al., 2017), la
muerte paulatina de las hojas de un gran numero de arboles del bosque esclerdfilo en la
cuenca de Santiago (Miranda et al., 2019) y un aumento en la frecuencia, intensidad y
duracion de incendios gque se han acrecentado sustancialmente (Gonzalez et al., 2018).

Bambach et al. (2013), proyectaron un modelo para el afio 2100 que muestra una disminucion
en el area de distribucion para todas las especies del ecosistema mediterraneo, donde las areas
que presentaron una mayor reduccion se encuentran a lo largo del sector costero, mientras
que, para los ecosistemas nativos de la Cordillera de los Andes como las comunidades
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dominadas por especies espinosas, se encontrd un habitat estable que estaria mas adaptado a
las proyecciones climaticas futuras. Especificamente se menciona que un modelo propuesto
por Loayza et al. (2015), predice una reduccién de aproximadamente del 60% de la
distribucion potencial actual para Porlieria chilensis, en los proximos 100 afios, esto solo
considerando cambios climatologicos, al agregar los cambios en el uso de suelo por los que
se ve afectada la especie, esta reduccién seria ain mayor.

1.2.3 Déficit hidrico, potencial hidrico y respuesta al estrés hidrico

El déficit hidrico es definido como el contenido hidrico de células o tejidos que esta por
debajo del contenido hidrico presentado durante el estado de hidratacion (Quintanilla, 2019).
Este déficit altera todos los aspectos del crecimiento de la planta involucrando la bioquimica,
fisiologia, anatomia y morfologia. Si el déficit hidrico se extiende en el tiempo puede derivar
en estrés hidrico el cual tiene impactos globales en el desarrollo de la planta, entre algunos
efectos estan la reduccién del potencial hidrico, disminucion del potencial de turgencia, la
reduccion del tamarfio de la planta, del area de la hoja y de su rendimiento (Azcon-Bieto y
Taldn, 2000; Kramer, 1983; Wu et al., 2001).

Especificamente el potencial hidrico, dirige el transporte por medio de las membranas
celulares, es usado para medir el estado hidrico de las plantas y estd determinado
principalmente, por el potencial osmatico y el potencial de presion, pudiendo medirse en base
a Bares (Quintanilla, 2019; Azcén-Bieto y Talon, 2000).

Respecto a los mecanismos que poseen las plantas para responder frente al déficit hidrico,
Donoso et al. (2011) menciona que para plantas de dos afios de Quillaja saponaria (quillay)
y Cryptocarya alba (peumo), las que fueron sometidas a restriccion hidrica en el periodo
estival. Una vez medidas variables hidricas y de crecimiento, se encontré que quillay no
mostr6 un mecanismo definido de ajuste osmético, pero si redujo su biomasa foliar y aumento
el desarrollo de raices. Mientras que peumo, si mostro ajuste osmético, pero mantuvo la
relacion parte aérea/ parte radicular intacta. Villagra y Cavagnaro (2006) indican que para
plantas de Prosopis argentina y Prosopis alpataco sometidas a condiciones de estrés hidrica,
dsiminuyeron su biomasa total y por componentes (hojas, tallos y raices). Por ultimo,
cambios en la distribucion de la biomasa aérea y radicula como los mencionados
anteriormente también se han encontrado para otras especies nativas del bosque mediterraneo
del pais (Donoso et al., 2011; Pefia-Rojas et al., 2018 (a)), mientras el Unico estudio
encontrado para guayacan y como responde frente a restriccion hidrica se describe en el
siguiente apartado.

1.3. Antecedentes de Porlieria chilensis
A continuacion, se dan a conocer los antecedentes mas relevantes de guayacan.
1.3.1 Descripcién morfoldgica, distribucion geografica y area de presencia.

Porlieria chilensis (guayacan), es una especie endémica de Chile, corresponde a un arbusto
o0 arbol siempre verde de hasta 5 m de altura, de copa globosa y con un tronco de hasta 20 cm
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de didmetro. Se distribuye entre las regiones de Coquimbo y de O’Higgins con relevancia
ecoldgica en sectores aridos y semiaridos, y se encuentra tanto en zonas costeras como en la
Cordillera de Los Andes (Hechenleitner et al., 2005; Mufioz et al., 2008). El guayacan se
encuentra fragmentado en subpoblaciones con una muy baja densidad debido a su
sobreutilizacion en el pasado (MMA, 2008).

P. chilensis fue clasificada en categoria “Vulnerable” basandose principalmente en el criterio
de extension de su area de presencia, la cual fue estimada en alrededor de 8.000 km2 (MMA,
2008), siendo este criterio reafirmado por Loayza et al., (2015), quienes sostienen que el &rea
de ocupacion total varia entre los 320 y 1.145 km2, por lo que se podria decir que la categoria
se mantiene hasta la actualidad.

1.3.2 Amenazas y conservacion.

Actualmente sus amenazas principales son el reemplazo de las comunidades por cultivos
agricolas, como los cultivos de palto en pendientes y la extraccion selectiva. Los incendios,
actividades mineras, ganaderia, obras viales, entre otros solo afectarian a la especie de forma
local (MMA, 2008).

Sobre su conservacion en areas silvestres, Loayza et al. (2015) indican que se encuentran
varias subpoblaciones protegidas en cinco unidades del Sistema Nacional de Areas Silvestres
Protegidas del Estado (SNASPE), conformando en total mas de 3.000 ha de formaciones
vegetales con presencia de guayacan bajo proteccion del Estado.

1.3.3 Ecologia de la especie

P. chilensis habita sobre lugares rocosos en laderas costeras en la region del Matorral y del
Bosque Escleréfilo, es altamente representativo en la vegetacion de Prosopis chilensis-
Schinus polygamus, sitios donde se asocia también con otros arbustos xerofiticos como
Guiterrezia resinosa, Proustia cuneifolia y P. ilicifolia y los cactus Echinopsis coquimbana
y Maihueniopsis ovata. Ademas, en otras localidades se relaciona con los arbustos Acacia
caven, Bridgesia incisifolia, Carica chilensis, Cordia decandra, Kageneckia oblonga y
Lithraea caustica (Hechenleitner et al., 2005).

Seguin comunicacion personal Vita (2020), se indica que la forma de reproduccion preferente
de guayacan es cruzada y su forma de dispersion de semilla es por gravedad e ingesta de
animales.

En sectores de distribucién norte, guayacan realiza levantamiento hidraulico, es decir,
transporta agua por medio de las raices desde capas profundas y himedas del suelo hasta las
capas mas superficiales, y secas (Mufioz et al., 2008), esto es un elemento clave al permitir
una mayor disponibilidad de humedad al individuo. Adicionalmente, permite un efecto en el
microclima que tiene bajo su dosel, lo que lo vuelve mas himedo y menos caluroso que en
areas abiertas para plantas que crezcan bajo de él. (Tracdl et al., 2011; Molina-Montenegro
et al., 2020). Estas observaciones permiten afirmar que P. chilensis contribuye a disminuir la

1 Antonio Vita, ingeniero forestal, Universidad de Chile.



variabilidad climatica, promover el reclutamiento de otras especies y por lo tanto, actuar
como especie facilitadora o nodriza en ambientes xerofiticos.

Por ultimo, cabe mencionar que no existen antecedentes de diversidad genética o estudios de
marcadores moleculares para Porlieria chilensis.

1.3.4. Evaluacion morfofisioldgica de la restriccion hidrica en guayacan

A continuacion, se describe los principales resultados de un estudio realizado por Quintanilla
(2019), en el que se analizaron las respuestas hidricas de plantas de guayacan a la disminucion
del contenido de humedad relativo del sustrato (%CHRS), donde se midieron variables
hidricas foliares, como el potencial hidrico a pre-alba (Wa), en distintas oportunidades
durante el desarrollo del ensayo, en los tratamientos de restriccion hidrica controlada (TR) y
control (TC). Ademaés, se midieron pardmetros derivados de curvas de presién/volumen
(P/V), y otras variables como el incremento en longitud del apice (L) y del diametro a la
altura del cuello (DAC), y la biomasa total, por componentes y la relacion parte aérea/ parte
subterranea (Pa/Ps) también fueron medidas.

A partir de los resultados, a nivel de tratamiento se observo que los valores de Wa en TR
fueron significativamente méas negativos que los del TC, con diferencias significativas entre
los tratamientos a partir del 50% del CHRS. Respecto a las variables utilizadas, se indica que
el potencial hidrico a pre-alba (Wa) present6 una alta correlacion con el contenido hidrico
relativo del sustrato (CHRS). Lo cual también se observo en otras especies esclerofilas
chilenas bajo restriccion hidrica, como fue en Lithraea caustica (litre) (Pefia-Rojas et al.,
2018 (b)) y Prosopis chilensis (algarrobo) (Cortés, 2014) y Acacia caven (espino) (Donoso
et al., 2015), lo que confirmo al CHRS como una variable adecuada para medir ¢l Wa en
especies del bosque esclerofilo.

También, se observo en los tratamientos sometidos a restriccion hidrica que el Wa presentd
una mayor disminucion cuando el CHRS alcanza valores mas bajos cercanos al 40%, lo que
coincidio con resultados para Quercus ilex (Pefia-Rojas et al., 2004) y espino (Donoso et al.,
2015) y fue similar a litre (Pefia-Rojas et al., 2018 (b)) y algarrobo (Cortés, 2014). Este Wa
siguio volviéndose méas negativo con el tiempo, lo que se relaciond directamente con un
CHRS cada vez mas bajo, dejando en evidencia que la falta de agua imposibilita la
recuperacion hidrica de los individuos en la fase nocturna.

Ademas, se destaco que al menor CHRS (4%) el Wa de guayacan lleg6 a su valor mas bajo
de -2,8 MPa, el que fue menos negativo que el registrado para algarrobo, espino y litre
(Cortes, 2014; Donoso et al., 2015; Pefia-Rojas et al., 2018 (b)). Lo anterior muestra que
guayacan posee una buena capacidad para tolerar la restriccion hidrica, por falta de agua en
el sustrato, con uno de los valores mas bajos de CHRS (4%) registrados para otras especies
del bosque esclerofilo nativo y ademas, su Wa a diferencia de otros estudios no desciende a
valores muy negativos en fases de restriccion hidrica severa.
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Estos resultados comprueban que la restriccion hidrica del sustrato afecta negativamente el
estado hidrico de los individuos, obteniéndose valores de Wa mas negativos en TR con
respecto a TC, lo que concuerda con otros estudios para especies mediterrdneas que se
someten a distintas categorias de riego. Los resultados que se obtuvieron para el presente
estudio en guayacan que involucran la medicién del W se describen en el Apéndice 2.

Respecto a los parametros derivados de curvas de presion/volumen en resumen se indica que
guayacéan realiza ajuste osmatico y rigidiza sus paredes celulares, en otras palabras, mantiene
su tugor celular alto como mecanismo de tolerancia, siendo este su mecanismo de respuesta
al estrées de entre los tres que menciona Varela (2010). Mientras, para las variables
fisioldgicas se indica que existieron diferencias significativas en L y DAC para los dos
tratamientos, donde se obtuvieron los valores mas altos de estas variables en TR en
comparacion con TC, esto debido a que se proporcioné en plantas de TC un riego mayor al
adecuado para la especie lo que derivd en una escasez de oxigeno en el sustrato, y en las
raices lo que se reflejé en una disminucion del crecimiento en L y DAC de estas plantas. Por
ultimo, para la biomasa ocurrié algo similar al L y DAC, donde el riego excesivo produjo
una menor acumulacion de biomasa reflejada en una pérdida de biomasa aérea en las plantas
de TC, mientras para las plantas de TR hubo un mayor desarrollo e incremento de la parte
radicular. Cabe destacar que el analisis realizado por Quintanilla (2019), es el Unico estudio
que se encontrd para plantas de guayacan sometidas a restriccion hidrica, por ende tiene una
gran importancia a la hora de comprender como responde la especie a este tratamiento en
base a las diversas variables ya explicadas.
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1.4. Objetivos

A continuacion, se describen los objetivos de la presente memoria.

1.4.1 Objetivo general:

Analizar la diversidad y diferenciacion genética de Porlieria chilensis .M. Johnst.
(guayacan) frente a restriccion hidrica.

1.4.2 Objetivos especificos:

1. Determinar la diversidad genética y diferenciacién dos poblaciones en dos
condiciones hidricas.

2. Caracterizacion de marcadores moleculares tipo SNPs de dos poblaciones frente a
restriccion hidrica.

3. Identificar rutas, componentes y funciones expresadas de dos poblaciones frente a
restriccion hidrica.
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2. MATERIALES Y METODO

2.1 MATERIALES

Esta memoria se desarrollé sobre el analisis de una base de datos obtenida a partir de un
experimento de restriccion hidrica en guayacan, posterior extraccion y secuenciacion de ARN
(descrita en el Apéndice 3, SNPs, ya identificados y filtrados).

2.1.1 Resumen del disefio experimental para construccion de la base de datos

A continuacion, se detalla el disefio experimental utilizado para construir la base de datos
que es parte del material.

Tal como muestra la Figura 3, el disefio estadistico aleatorio y consistid en un experimento
con 20 individuos de guayacan de dos poblaciones (diez de cada poblacion), una en la
comuna de Colina ubicada en la Region Metropolitana y otra en la comuna EI Meldn
perteneciente a la Region de Valparaiso. Se sometié a la mitad de los individuos de cada
poblacion a condiciones de restriccion hidrica, y se extrajo ARN de todos los individuos para
luego ser secuenciado.

El ARN fue extraido usando el reactivo TRIzol. La calidad del ARN se determind con un
bionalizador Agilent 2100 y se secuencié en la plataforma Illumina HiSeqTM2000. La
preparacion de las bibliotecas de ADN complementario y la secuenciacion se realiz6 en el
Laboratorio Genética INBIOGEN de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias y el
Centro Productor de Semillas de Arboles Forestales, ambos pertenecientes a la Universidad
de Chile.

Diseiio del experimento:
Guayacan

v
_ _ Y

|: 10 individuos J ‘/10 individuos de\‘

" 5 individuos ‘ ‘ 5 individuos | ‘ 5 individuos ‘ ‘ 5 individuos ‘

| sometidos a J | sometidosa | \ sometidos a ) | sometidos a

. ) . | y . ‘ ) . |

Restriccion Condicion Restriceion Condicion
hidrica control hidrica control

\ J \ J
! [

Extraccion y Secuenciacion de ARN Extraccion y Secuenciacion de ARN
Figura 3. Disefio experimental de 20 individuos de guayacan obtenidos de la comuna de
Colina 'y EI Melén.

Para cada poblacion se indica el nimero de individuos que estuvieron bajo restriccion hidrica
y condiciones normales de riego. A partir del experimento desarrollado para los 20 individuos
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de guayacan se obtuvieron entre 9.976.917 pares de bases (pb) hasta 19.719.474 pb con un
promedio de 14.054.417 pb.

En el Cuadro 2, se observa los pares de bases leidos, filtrados y no filtrados para las muestras
de los cinco individuos de guayacéan de Colina bajo riego normal.

Cuadro 2. Pares de bases leidas y filtradas para los cinco individuos de guayacan de Colina
con riego normal (donde CO = Colina, 17 = Individuo, N = Riego Normal, Pb Leidas = Pares
de bases secuenciadas de Illumina a leer, Pb Filtradas = Pares de bases filtradas, el resto de
las columnas indica pares de bases que no pasaron el filtro).

Pares de bases filtradas Solo “forward™ pasan Solo “reverse” pasan | Pares de bases erroneos

Muestra | Pbleidas

N° % N° % N° % N° %
CO 17 N | 16.024.393 | 15485.015 | 96,63 402.885 103.552 0.65 32.941 0,21
CO 40 N | 12.042.992 | 11.568.690 | 96,06 374114 66.085 0,55 34.103 0,28
CO 41 N | 13.621.701 | 13.040404 | 95.73 456.101 89413 0.66 35.783 0,26
CO 43 N | 9976917 | 9.490.311 95,12 368.792 82.027 0.82 35.787 0,36
CO 44 N | 11.998.962 | 11.515.868 | 95.97 386.399 70.305 0.59 26.39%0 0,22

—

W | |k
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-
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- ]
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Del Cuadro 2, se puede observar que, del total de pares de bases leidas para cada muestra, la
gran mayoria de estos pasaron el filtro.

2.1.2 Base de datos

Se dispuso de una base de datos, la que contiene la descripcion de los SNPs expresados
diferencialmente, para tres comparaciones entre las poblaciones: Colina estrés - Colina
control, Colina estrés - EI Meldn control y EI Melon estrés - EI Meldn control. Se detalla,
ademas, la descripcion de la molécula donde se encuentra cada SNP, su posicion en los
cromosomas, la funcion que posee y el Fold Change (medida que se explica en el punto
2.2.4). Contiene ademas la descripcion de las secuencias para cada individuo de las dos
poblaciones con y sin restriccion hidrica (normal y estrés). Con esta base de datos se pudo
caracterizar cada SNP en términos de que funcion cumple, dentro de la biologia molecular
de guayacan, identificando entre funciones moleculares, componentes celulares y procesos
bioldgicos (con mayor importancia en estos Ultimos); y se podra determinar la diversidad y
diferenciacion genética para las poblaciones de guayacan.

La segunda parte de la base de datos que es el ensamblado de novo de guayacén contiene
101.228 contigs, donde el contig mas largo fue de 14.322 pb. A partir de éstos, se analizaron
20.466 contigs a fin de encontrar y describir rutas metabdlicas expresadas. EI nimero de
contigs segun el largo (base sus pares de bases o pb), se muestran en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Resultados ensamblaje de novo.

Trinity Guayacan_ensamblado_clc N° N°
# Contigs (>= 0 pb) 101.228
# Contigs (>= 1000 pb) 36.628

# Contigs (>= 10000 pb) 33
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En el Cuadro 3 se observa que la mayoria de los contigs que se obtuvieron del ensamblaje de
novo de guayacén tenian hasta 1.000 pb, siendo escasos los contigs que poseian un largo
mayor a 10.000 pb.

2.2 METODO

Desde este apartado en adelante se detalla el analisis que se realizd con la base de datos para
responder a los objetivos planteados en esta memoria.

2.2.1 Procedimiento para caracterizar marcadores SNP

De los SNPs que se identificaron, se calculé a traves del software Genepop version 4.7.5 las
pruebas exactas para el equilibrio de Hardy-Weinberg, diferenciacion poblacional,
desequilibrio genotipico entre otros (Scayle, S.A)), ademas se calcularon las frecuencias
genéticas y genotipicas para las poblaciones estudiadas.

2.2.2 Potencial hidrico de poblaciones de guayacan segun condicion

Con el fin de verificar las diferencias entre las condiciones de riego se realiz6 una prueba
estadistica de Mann-Whitney-Wilcoxon, que muestra las diferencias significativas en las
medias del potencial hidrico de individuos de Colina y Melon, bajo condiciones normales de
riego contra aquellos que se sometieron a restriccion hidrica. Se determino usar los valores
de potencial hidrico (¥) para esta prueba, ya que como menciona Quintanilla (2019) y Azcon-
Bieto y Talon (2000), otorga una medida del estado hidrico de las plantas, el que se evalua
en conjunto con el CHRs, donde un valor alto de CHRs y un valor muy negativo de ¥ indican
una menor resistencia, en cambio un CHRs bajo con valores menos negativos de ¥ significan
una mayor resistencia.

2.2.3 Determinacion de la diversidad y diferenciacion genética

A partir de todos las frecuencias genéticas y genotipicas calculadas desde los SNP, se
calcularon los valores Ho y He (Genepop), como medidas de diversidad genética para las
poblaciones de Colina y EI Meldn en cada condicion (control y estrés o restriccion hidrica).
Adeicionalmente se determind Fst (medida de diferenciacion genética) para las diversas
comparaciones entre las poblaciones en dos condiciones, tal como muestra el Cuadro 4:

Cuadro 4. Célculo de Fst para las combinaciones de las dos poblaciones (Colina y EI Melon)
en dos condiciones.

Poblaciones El Mel6n Colina restriccion El Mel6n El Mel6n
hidrica control restriccion hidrica
Colina X
Colina control X X X
Colina estrés X X
El Melén control X
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Por la capacidad de procesamiento de los marcadores SNPs y la rapidez con que se obtiene
la diferenciacidén genética entre poblaciones se optd por usar el programa Genepop para
calcular el valor de Fst.

Una vez calculados estos tres parametros genéticos (Ho, He y Fst), se procedidé a una
comparar los valores resultantes con los de otros autores, tanto con especies nativas como
exoticas.

2.2.4 ldentificacion de rutas, componentes y funciones expresadas

A continuacion se detalla el procedimiento para la descripcion de rutas, componentes y
funciones expresadas. En primer lugar se habla de los genes expresados diferencialmente
entre poblaciones y como se mide la cantidad de cambio en la expresion, para después abarcar
el como se identificaron rutas metabdlicas a partir del ensamblaje de novo de guayacan:

A partir de la base de datos de los SNPs, para las comparaciones entre poblaciones de
Colina_e vs Colina_n, Melén_n vs Colina_e y Meldn_e vs Melon_n se estimo la cantidad de
genes expresados diferencialmente entre ellas, distinguiendo entre genes sobre expresados y
sub expresados.

Para medir que genes son sobre expresados y sub expresados se usara el Fold Change (de
aqui en adelante abreviado por FC) o cambio de pliegue, que es una medida que describe
cuanto cambia una cantidad entre una medicién original y posterior, definiéndose como la
relacién entre las dos cantidades. Es usado frecuentemente en analisis de datos de expresion
génica para medir el cambio en el nivel de expresion de un gen. El FC se obtuvo mediante la
prueba estadistica de EDGE, el cual es un paquete de software de bioconductores para
examinar la expresion diferencial de datos de conteo replicados (Robinson et al., 2009). Un
valor negativo de FC indica que existe una sobre expresion, mientras un valor positivo
muestra que hay una subexpresion de determinado gen (Tusher et al., 2001). A modo de
ejemplo, en el caso de Colina_e vs Colina_n si un SNP tiene un Fold Change negativo, esto
significa que en la condicion de Colina_n existe una sub expresion de este gen en
comparacion con la condicion de Colina_e, mientras en el caso de ser positivo implica lo
contrario.

Para el analisis de las rutas de funciones, componentes y procesos bioldgicos a partir del
transcriptoma de novo de guayacéan se analizaron 20.466 contigs del ensamblado total de
101.228 contigs, esto debido a la capacidad de procesamiento y rapidez con que se realiz6 el
blasteo, el cual es una herramienta de alineamiento local que busca la similitud entre una
secuencia problema y una base de datos (Parra y Ramirez, S.A), de los contigs mediante el
programa BLAST2GO. En este paso se realizé un filtro en base a las taxonomias para ser
mas rapido y eficiente en este paso, usando los 6rdenes dentro de Rosidae que eran mas
cercanos al de la especie), las cuales después pasaron por un proceso de mapeo y de anotacion
(es la determinacion de la estructura de los genes y de las proteinas que producen (Alvarado,
2017) en base a la ontologia génica GO.

Una vez anotados los 20.466 contigs, a fin de visualizar las distintas rutas de funciones,
procesos y componentes que desarrollan dentro de la biologia molecular de guayacan, se
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realizaron esquemas como se aprecia en la Figura 4, donde se describi6 para cada dominio
un ejemplo de cada ruta, ademas de indicar cuantas secuencias se destinaron a cada término.
Se esperod encontrar una mayor cantidad de procesos relacionados al estrés hidrico.

GO: 0003674
Funcion molecular

GO: 0005488
Unidn

GO: 0097159 GO: 1901363

Union de compuestos Union de compuestos
organicos ciclicos heterociclicos

GO: 0046906
Union de
Tetrapirrol

Figura 4. Ejemplo estructura para describir genes o productos génicos relacionados a rutas,
componentes y funciones expresadas.

En la base del ejemplo (Figura 4), se visualiza el producto génico con el cédigo GO: 0046906,
el que puede describirse mediante la funcion molecular de “Union del compuesto quimico de
tetrapirrol”. Para este ejemplo se puede indicar que dentro del dominio de “funcién
molecular” se encuentra la funcion de “Union”, la que a su vez se ramifica en las funciones
de “Union de compuestos orgénicos ciclicos” y de la “Union de compuestos heterociclicos”,
dentro de los cuales estd la “Union de Tetrapirrol”. Como se dijo anteriormente, la
descripcion de cada término se realiz6 para cada dominio de la GO, donde se eligieron
aquellos términos en los niveles méas bajos de cada ruta que poseen alguna relacion en la
respuesta al estrés por restriccion hidrica.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Diversidad y diferenciacion genética de Porlieria chilensis

A continuacion, se presentan y analizan los valores de diversidad (Ho y He) y diferenciacion
genética de Porlieria chilensis, que se obtuvieron de las dos poblaciones analizadas mediante
el programa Genepop.

3.1.1 Diversidad genética de Porlieria chilensis

La diversidad genética observada de los 2.985 marcadores SNP de las dos poblaciones
analizadas en conjunto es de 0,3794, siendo muy similares las poblaciones de Colina y el
Melén con 0,3792 y 0,3797 respectivamente (Cuadro 5). A continuacién (Cuadros 5y 6), se
presenta los valores promedios de Ho y He obtenidos en cada poblacion analizada
distinguiendo entre condiciones normales de riego (_n) y condiciones de restriccion hidrica

(e):

Cuadro 5. Diversidad genética observada (Ho) entre poblaciones.

POBLACION VALOR
Colina_n 0,4221
Colina_e 0,3362
Melén_n 0,4040
Melon_e 0,3554

Colina promedio 0,3792
Meldn promedio 0,3797
Promedio 0,3794

Cuadro 6. Diversidad genética esperada (He) entre poblaciones.

POBLACION VALOR
Colina_n 0,2951
Colina_e 0,2402
Melén_n 0,2874
Meléon_e 0,2691

Colina promedio 0,2734
Meldn promedio 0,2800
Promedio 0,2747

A nivel de condicién (normal y restriccion hidrica) se observa una diferencia en Ho, donde
para cada localidad los valores mas altos de Ho se obtienen en condiciones de riego normal,
Colina_n y Melén_n, 0,42221 y 0,4040 respectivamente, en comparacion con condiciones
de restriccion hidrica, de las mismas localidades Colina_e y Melon_e, de 0,3362 y 0,3554
respectivamente (Cuadro 5). Lo anterior indicaria una diferencia en la expresion de la
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diversidad genética en términos de Ho entre condiciones de restriccion hidrica y riego normal
para las dos poblaciones analizadas.

Por otra parte, la He de los 2.985 marcadores SNP de las dos poblaciones analizadas en
conjunto es de 0,2747 (Cuadro 6). Hamrick et al., (1992), indican que a partir de una revision
de estudios con aloenzimas la He, entre poblaciones de especies arboreas perennes de larga
vida es de 0,177 y aquellas pertenecientes a las Angiospermas es de 0,183. En este mismo
estudio para especies lefiosas de distribucion geografica restringida indica que la diversidad
entre poblaciones es de 0,165, valores mas bajos que los obtenidos para guayacan. Ademas,
P. chilensis supera los valores de He de especies de zonas templadas que es de 0,166
(Hamrick et al., 1992). Por otra parte, especies de reproduccion sexual y asexual, o de
dispersion por ingesta de semillas o frutos también poseen en promedio una diversidad
genética menor (He de 0,251 y 0,231 respectivamente), comparadas con guayacan. El valor
para guayacan es alto pues, segun Hamrick y Godt (1996), en una revision de estudios con
aloenzimas para especies de la familia de las Fabaceae (perteneciente al grupo de las Fabidas
el mismo de guayacan), muestran que la He es de 0,184. Hamrick y Godt (1996), muestran
que para especies que se reproducen de forma cruzada, y que poseen dispersion de semilla
por gravedad o ingesta de animales tienen una He de 0,179. Por ultimo, aquellas que se
reproducen de forma cruzada y con una distribucion geogréfica restringida tienen una He de
0,155.

La comparacion entre localidades (Melén y Colina) no muestra una diferencia clara en la He,
con valores similares, de 0,2800 y 0,2734 respectivamente (Cuadro 6). Estos valores al igual
que para el promedio de las poblaciones son igual de altos comparandolos con otras especies
de Angiospermas, de distribucién geografica restringida, de zonas templadas, de
reproduccion cruzada o de dispersion por gravedad o ingesta (Hamrick et al., 1992 y Hamrick
y Godt 1996). Todo esto sugiere que Porlieria chilensis estaria por encima de los valores
promedios de diversidad genética en términos de He que se dan para otras especies y dentro
de diversas categorias de ellas, indicando una riqueza en la diversidad de los genes que
existen en sus poblaciones naturales.

A nivel de condicion (normal y restriccidn hidrica) hay una diferencia en la He entre las dos
poblaciones, donde para cada localidad los valores mas altos de He se obtienen en
condiciones de riego normal, Colina_n y Meldn_n, 0,2951 y 0,2874 respectivamente, en
comparacion con condiciones de estrés hidrico, de las mismas localidades Colina_e y
Melén_e, de 0,2402 y 0,2691 respectivamente (Cuadro 6). Lo anterior indicaria una
diferencia en la expresion de la diversidad genética en terminos de He entre condiciones de
restriccion hidrica y riego normal para las dos poblaciones analizadas.

Comparando los resultados obtenidos con especies nativas del bosque esclero6filo y espinoso
con las que comparte ambiente, en el caso de Prosopis chilensis, Quillaja saponaria y
Beilschmiedia miersii todos presentaron valores mas altos tanto de Ho como He que
guayacan (Chequer et al. 2020; Letelier et al. 2015; Montenegro et al. 2010). Las cactaceas
del género Eriosyce -una de ellas Eriosyce chilensis que actualmente esta en peligro de
extincion- poseen una He mayor a la que se obtuvo para las poblaciones de guayacan (Cuadro
1) (Tamburrino, 2018). Por otra parte, se observo que la He y Ho promedio de las poblaciones
de guayacan de Colina y el Meldn, fueron mayores que para la mayoria de las especies del
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género Nothofagus que se analizaron, siendo Nothofagus obliqua la Gnica con valores méas
altos que los que se obtuvieron en este estudio (Cuadro 1). Por altimo, para especies del sur
de Chile y Argentina, como Aextoxicon punctatum present6 valores mas altos de Ho y He,
mientras Austrocedrus chilensis tuvo valores mas bajos para estos dos pardmetros (Cuadro
1). En resumen, guayacan presentd diferencias en sus valores de Ho y He al compararlos con
los de otras especies lefiosas presentes en Chile.

Para la especie Theobroma cacao L., especie que tras el mapeo de secuencias se identifico
con una gran cantidad moléculas descritas las permitieron caracterizar a guayacan (Figura 5),
se determin6d mediante marcadores SNP un Ho y He de 0,206 y 0,367 respectivamente, en
este caso guayacan posee una mayor Ho pero una menor He (Ji et al., 2012), por lo que no
puede indicarse si la diversidad genética de guayacan es mayor o menor al compararla con
esta especie que es geneticamente cercana a ella.

Por dltimo, para especies comerciales como Populus trichocarpa (Torr & A. Gray) se
determind un Ho usando marcadores SNP, con un valor més alto del que se obtuvo con
guayacan (Porth y El-Kassaby, 2014). Adicionalmente, y comparando con especies
cultivadas, Porlieria chilensis posee una diversidad mayor en términos de Ho respecto a
Pinus greggii, pero menor en comparacién a Eucalyptus cladocalyx (Parraguirre et al., 2002;
Mora et al., 2016), por lo que no es posible afirmar que guayacan posea una diversidad
genética mayor a la de estas tres especies exaticas.

A continuacion, se detalla los resultados de diferenciacion genética en base al parametro de
Fst.

3.1.2 Diferenciacion genética de Porlieria chilensis

A partir de los 2.985 marcadores SNP se obtuvo una baja diferenciacion genética (Cuadro
7), de las dos poblaciones analizadas en conjunto (Colina vs Melén), con un valor de Fst
igual a 0,0069. Esto indica que a nivel de localidades no hay estructuracion genética. Hamrick
y Godt (1996), indican en un estudio con aloenzimas que para poblaciones de especies de la
familia de las Fabaceae (perteneciente al grupo de las Fabidas al igual que guayacéan), la
diferenciacion genética medida con el parametro Gst (medida comparable al Fst) es de 0,277,
lo que sugiere que las poblaciones de guayacan estan por debajo del promedio de esta familia.
Hamrick y Godt (1996), muestran que para especies que se reproducen de forma cruzada y
que poseen dispersion de semilla por gravedad o ingesta tienen un Gst de 0,162, también
aquellas que se reproducen de forma cruzada y con una distribucion geografica restringida
tiene un valor de Gst de 0,169. Todos estos valores son mayores que los que se tuvo para
guayacan (Cuadro 7), por lo que se puede afirmar que para el promedio de especies que
comparten estos rasgos con guayacan, la diferenciacion genética de sus poblaciones es mayor
existiendo estructuracion genética para ellas, pero no para las poblaciones de guayacan
estudiadas.

Hamrick et al. (1992), indican que a partir de un estudio con aloenzimas Gst entre
poblaciones de especies arbdreas perennes de larga duracion es de 0,084 y aquellas
pertenecientes a las Angiospermas es de un de 0,102. En este mismo estudio para especies
lefiosas de distribucion geografica restringida la diferenciacion entre poblaciones es de un
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0,124, un valor mas alto del que se obtuvo para guayacan (Cuadro 7). Ademas, P. chilensis
posee una menor Fst que el promedio de especies de zonas templadas cuyo Gst es de 0,092.
Especies con otros atributos como de reproduccién cruzada o de dispersion por ingesta
también poseen en promedio una diferenciacion genética mayor (Gst = 0,051), comparadas
con guayacan. Todo esto sugiere que Porlieria chilensis estaria por debajo de los valores
promedios que se dan para otras especies y dentro de diversas categorias de ellas, indicando
que comparte una gran cantidad de los genes que existen en sus poblaciones con una nula o
escaza estructuracion genética.

A continuacién (Cuadro 7), se presenta los valores de diferenciacidn genética (Fst), obtenidos
en cada poblacion analizada, distinguiendo entre condiciones normales de riego (_n) y
condiciones de restriccion hidrica o estres (_e):

Cuadro 7. Diferenciacion genética (Fst) entre poblaciones.

Poblacion Valor
Todas juntas 0,0566
Colina vs Meldn 0,0069
Colina_n vs Colina_e 0,0890
Colina_n vs Mel6n_n 0,0267
Colina_n vs Melén_e 0,0620
Colina_e vs Melén_n 0,0914
Colina_e vs Melon_e 0,0093
Meldn_n vs Mel6n_e 0,0566

La comparacion entre condiciones para las dos poblaciones, Colina_nvs Colina_e y Meldn_n
vs Meldn_e, resultaron en una diferenciacion genética moderada, 0,0890 y 0,0566
respectivamente, existiendo una diferenciacién genética significativa al comparar
condiciones diferentes, por lo que a nivel de condicién existe estructuracion genética.
Mientras que para aquellas similares, Colina_n vs Melén_n 'y Colina_e vs Melon_e, se dan
valores pequefios de diferenciacién, 0,0267 y 0,0093 respectivamente, por lo que no es
posible afirmar que exista estructuracion genética a este nivel de analisis (Cuadro 7).

Comparando la diferenciacion genética de guayacan con valores para especies nativas
(Cuadro 7), se observo que la diferenciacion geneética de las poblaciones de guayacan de
Colina y el Mel6n (Fst = 0,0069) fue menor que para la totalidad de especies del género
Nothofagus que se analizaron. Continuando con especies del Bosque Esclerofilo, para
Prosopis chilensis, Quillaja saponaria y Beilschmiedia miersii (Chequer et al., 2020; Letelier
et al.,, 2015; Montenegro et al., 2010), estas tres presentaron valores mas altos de
diferenciacion genética que para las poblaciones de guayacan. En especies endémicas del sur
de Chile y Argentina, Aextoxicon punctatum y Austrocedrus chilensis presentaron valores
mas altos de Fst (Cuadro 1). Por ultimo, cactaceas del género Eriosyce (Tamburrino, 2018)
poseen una diferenciacion genética mayor (donde tres de las cuatro especies analizadas tienen
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un Fst mayor a 0,1) a la que se obtuvo para las dos poblaciones de guayacan. En general,
dada la poca diferenciacion (Fst < 0,05) que se obtuvo entre Colina y Meldn (Cuadro 7), se
indica que no existe un grado de estructuracion genética a diferencia de otras especies nativas
del pais.

Mora et al. (2016), indican en un estudio con microsatélites de Eucalyptus cladocalyx (F.
Muell.) que la diferenciacion genética fue de un Fst de 0,086. Por ultimo, Parraguirre et al.
(2002) muestra que para poblaciones naturales de Pinus greggii en base a loci isoenzimaticos
la diferenciacion genética fue moderada con un valor de Fst de 0,379. Por lo tanto, Porlieria
chilensis mostr6 una diferenciacion genética de sus poblaciones menor respecto a estas dos
especies analizadas.

3.2. Caracterizacion de marcadores moleculares tipo SNPs.

En el siguiente apartado se expone una descripcion de los marcadores moleculares filtrados
tipo SNPs expresados diferencialmente, los cuales fueron entregados en la base de datos,
ademas de los tres dominios de la ontologia génica (funcion molecular, componente celular
y proceso bioldgico) que se obtuvieron de la anotacion de los 20.466 contigs. En primer lugar,
se da una revision a los resultados preliminares de la anotacion de genes de los 20.466
contigs, luego el nimero de marcadores moleculares SNPs que se encontraron bajo equilibrio
de Hardy-Weinberg, el analisis de SNPs expresados diferencialmente y finalmente las rutas,
componentes y funciones expresadas.

3.2.1 Anotacion de genes

A continuacién, se describe los resultados del blasteo, mapeo y anotacién de los 20.466
contigs del transcriptoma de novo de guayacan:

BLAST. De 20.466 contigs, 19.855 (97,01%) se convirtieron en secuencias de proteinas
conocidas en la base de datos de proteinas “nr” (Cuadro 8), mientras que 611 (2,99%) contigs
no encontraron ningun resultado mediante la configuracion BLASTX establecida. Hay varias
razones para la falta de homologia con proteinas conocidas, entre las razones bioldgicas se
encuentran la escasez de secuencias de proteinas anotadas de especies filogenéticamente
cercanas a Porlieria chilensis en la base de datos, secuencias de regiones no traducidas (UTR)
de ARNm, ARN no codificante largo o proteinas huérfanas. También, otras posibles causas
pueden ser problemas técnicos en la secuenciacion y artefactos de ensamblaje. El total de
contigs que fueron mapeados y anotados, ademas de los contigs que no tuvieron Blast Hits,
se detalla en el Cuadro 8.

Mapeo. Habia 17.727 contigs (86,62%) que se pudieron mapear en términos GO, mientras
que 2.739 (13,38%) contigs (Cuadro 8) no se pudieron mapear en términos GO. Esta
deficiencia puede indicar la limitacion de la base de datos de proteinas NCBI nr, por no tener
una extensa anotacion.

Anotacién. Hubo 2.015 contigs (Cuadro 8) de los que se obtuvieron un resultado de mapeo
pero no se recuperd un término GO. Lo anterior puede ser consecuencia de codigos de
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evidencia de baja confiabilidad o una cobertura de baja similitud entre la consulta y los
resultados y, por ende, no cruzaron el valor de umbral de anotacion. La anotacion basada en
la homologia asigné funciones genéticas a 15.712 contigs. Para la obtencion de un esquema
de la anotacién del transcriptoma, se represento tres categorias de términos de GO (Figuras
10, 12 y 14) en el nivel dos del grafico aciclico directo de GO.

Cuadro 8. Resumen de los resultados de busqueda, mapeo y anotacion de homologia blast
del transcriptoma de P. chilensis expresado diferencialmente bajo restriccién hidrica.

Tipo Numero de contigs
Sin Blast Hits 611
Sin mapeo 2.739
Con mapeo y sin 2.015
Anotacién
Secuencias anotadas 15.712
de BLASTX
Total de contigs 20.466

En la Figura 5, se presenta la distribucion de especies por Top-Hits o sea, aquellas especies
cuyos genes coincidian mayoritariamente con los de guayacan.

Distribucion de especies por Top-Hits

Hevea brasiliensis

Theobroma cacao
Juglans regia
Quercus sul
Quercus loh
Carpinus fi
Pistac

Castanea mollissima
Citrus sinensis
Cephalotus follicularis
Durio zibethinus

Ziziphus jujuba
Manihot esculenta
Herrania umbratica

Jatropha curcas

Especies

Ricinus communis

Rhamnella rubrinervis

Carica papaya

Citrus clementina
Morus notabilis
Punica granatum
Populus trichocarpa
Corchorus capsularis
Syzygium oleosum
Prunus dulcis

Corchorus olitorius

Otros

500 1.000 1.500 2.000 2.500

3.000 4.000 4.500 5.000

#BLAST Top-Hits

3.500

5.500 6.000 6.500 7.000

Figura 5. Distribucion de especies de los mejores resultados de BLAST para todas las
secuencias homdlogas.

La distribucion de especies de impacto superior mostrd que en su mayoria los genes
coincidian con Hevea brasiliensis, que corresponde al orden de las Malpighiales
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perteneciente al clado de las Fabidas al igual que P. chilensis. La segunda especie que
coincidia con la mayoria de los genes Theobroma cacao pertenece al orden de las Malvales
perteneciente al clado de las Malvidas. Continuando, el tercer y cuarto lugar lo ocupan
Juglans regia y Quercus suber, las que corresponden al orden de las Fagales, pertenecientes
al clado de las Fabidas. Dentro de las primeras 30 especies no se encontrd ninguna que
corresponda al orden de P. chilensis (Zygophyllales) dada la escaza informacién de
secuencias de proteinas anotadas de especies filogenéticamente cercanas a ella, lo que
demuestra los pocos estudios que existen acerca de especies relativas a guayacan.

3.2.2 Marcadores moleculares SNPs

A continuacion (Cuadro 9), se indican el nimero de marcadores moleculares SNPs que se
encontraron bajo equilibrio de Hardy-Weinberg:

Cuadro 9. Numero de SNPs bajo equilibrio de Hardy-Weinberg.

Bajo equilibrio No Bajo equilibrio Total
Hardy-Weinberg Hardy-Weinberg
NUmero de SNPs 2.334 651 2.985
% SNP 78% 22%

De los 2.985 SNPs, se encontrd que la gran mayoria (78%) de estos estan bajo equilibrio de
Hardy-Weinberg, mientras solo un 22% estan fuera de este equilibrio, de manera que las
fuerzas evolutivas como deriva génica, seleccién y migracién acttan sobre ellos (Cuadro 9).

3.2.3 Analisis de SNPs expresados diferencialmente

En el Cuadro 10, se indican el numero de marcadores moleculares SNPs que se comparten
en cada comparacion, como asi el total:

Cuadro 10. Numero de marcadores SNPs en comUn entre comparaciones y sus respectivos
totales.

Colina_e vs Melén_n vs Colina_e Mel6n_e vs
Colina_n Mel6on n
SNPs en comun 135 142 104
Total SNPs 166 153 118
% SNPs en comun 81% 93% 88%
/ Total
Total de SNPs 200

Del Cuadro 10, se observa que hay mas de un 80% de SNPs que comparten en comun las tres
comparaciones realizadas, ademas el total de SNPs que se expresaron diferencialmente para
las tres comparaciones fue de 200, lo que indica la gran similitud que tuvieron los SNPs
resultantes.

A continuacion (Figura 6), se presentan los seis términos GO que se repitieron mas veces
para cada dominio de la ontologia génica de los 166 SNPs expresados diferencialmente en
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Colina_e vs Colina_n, cada uno con su respectivo ID y descripcion. En primer lugar, se
indican aquellos términos relacionados a funciones moleculares.

6 términos GO con mas repeticiones términos GO en
Funciones Moleculares

5

1118

= F:G0O:0003735 = F:GO:0005524 = F:G0O:0003723
F:G0O:0016301 = F:GO:0003677 = F:GO:0008270

Figura 6. Seis términos GO presentes en SNPs con mayor nimero de repeticiones
correspondientes a funciones moleculares.

El término con mayor numero de repeticiones GO: 0003735, corresponde a un
“Constituyente estructural de ribosoma”; el segundo GO: 0005524, corresponde a “Unién de
ATP”; el tercero GO: 0003723, corresponde a “Unién de ARN”; el cuarto GO: 0016301,
corresponde a “Actividad de quinasas”; el quinto GO: 0003677, corresponde a “Unidon de
ADN?” y el sexto GO: 0008270, corresponde a “Union de iones de Zinc” (Figura 6).

Se encontrd que de estos seis términos expresados en mayor cantidad en guayacan para
funciones moleculares, ha sido documentados con resultados similares, donde los términos
GO: 0003735, 0005524, 0016301, 0003677 y 0008270 aparecieron expresados
diferencialmente para otras especies que se sometieron a estrés hidrico (Liang et al., 2017;
Stolf-Moreira et al., 2011), lo que permite corraborar que estos términos poseen una
expresion diferencial bajo condiciones de restriccion hidrica para la biologia de guayacan.

Continuando, se indican aquellos términos relacionados a componentes celulares (Figura 7).
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6 términos GO con mas repeticiones términos GO
en Componentes Celulares

I\

/\

= C:G0:0016021 = C:GO:0005634 = C:GO:0005737

C:G0:0005829 = C:GO:0005840 = C:G0O:0016020

Figura 7. Seis términos GO presentes en SNPs con mayor numero de repeticiones
correspondientes a componentes celulares.

El término con mayor numero de repeticiones GO: 00016021, corresponde a un
“Componente integral de membrana”; el segundo GO: 0005634, corresponde a “Nucleo”; el
tercero GO: 0005737, corresponde a “Citoplasma”; el cuarto GO: 0005829, corresponde a
“Citosol”; el quinto GO: 0005840, corresponde a “Ribosoma” y el sexto GO: 0016020,
corresponde a “Membrana” (Figura 7).

Se encontrdé que, de estos seis términos expresados en mayor cantidad para componentes
celulares, han sido documentados con resultados similares donde el término: GO: 0005840,
y 0016020 aparecieron expresados diferencialmente para otras especies que se sometieron a
estrés hidrico (Liang et al., 2017; Wu et al., 2019), lo que permite corraborar que estos
términos poseen una expresion diferencial bajo condiciones de restriccion hidrica para la
biologia de guayacan.

Por ultimo, se indican aquellos términos relacionados a procesos bioldgicos (Figura 8).

6 términos GO con mas repeticiones en Procesos
Biologicos

o
I\

= P:GO:0006412 = P:G0O:0055114 = P:GO:0006468

P:G0O:0016310 = P:G0O:0015031 = P:GO:0055085

Figura 8. Seis términos GO presentes en SNPs con mayor nimero de repeticiones
correspondientes a procesos bioldgicos.

El termino con mayor numero de repeticiones GO: 0006412, corresponde a un “Traduccion”;
el segundo GO: 0005114, corresponde a “Proceso de oxidacion-reduccion”; el tercero GO:
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0006468, corresponde a “Fosforilacion de proteinas”; el cuarto GO: 0016310, corresponde a
“Fosforilacion”; el quinto GO: 0015031, corresponde a “Transporte de proteinas” y el sexto
GO: 0055085, corresponde a “Transporte transmembrana” (Figura 8).

Se encontrd que de estos seis términos expresados en mayor cantidad en guayacén para
procesos bioldgicos (Figura 8), han sido documentados con resultados similares, donde los
términos GO: 0006412, 0005114 y 0016310 aparecieron expresados diferencialmente para
otras especies que se sometieron a estrés hidrico (Liang et al., 2017; Wu et al., 2018; Stolf-
Moreira et al., 2011), lo que permite corraborar que estos términos poseen una expresion
diferencial bajo condiciones de restriccion hidrica para la biologia de guayacan.

Ademas, dentro de los procesos bioldgicos se encontraron los siguientes términos que
guardan relacion con la respuesta frente al estrés por calor:

P: GO: 0061408, que corresponde a “Regulacién positiva de la transcripcion del promotor
del ARN polimerasa Il en respuesta al estrés por calor”.

P: GO: 0034605, que corresponde a “Respuesta celular al calor”.

P: GO: 0009414, que corresponde a “Respuesta a la privacion de agua”.

P: GO: 0006833, que corresponde a “Transporte de agua”.

A continuacion (Cuadro 11), se indica el nimero de marcadores moleculares SNPs que se
sobre y sub expresaron diferencialmente para la comparacion de Colina_e vs Colina_n:

Cuadro 11. Namero de SNPs sobre y sub expresados para Colina_e vs Colina_n.

Colina_e vs Total
Colina_n
SNPs sobre 82
expresados 166
SNPs sub 84
expresados

Respecto a la cantidad de genes expresados diferencialmente (Cuadro 11), de los 166 SNPs
expresados para Colina_e vs Colina_n, 82 de ellos se sobre expresaron en la condicion de
Colina_e en comparacion a Colina_n (FC negativo) y 84 se encontraron sub expresados (FC
positivo), por lo que se puede decir que para este estudio se obtuvieron mas genes con una
sub expresion bajo condiciones de restriccion hidrica en comparacién con un riego normal.

En resumen, de los productos de genes inducibles por estres por sequia que indico Shinozaki
y Yamaguchi-Shinozaki (2007), se encontraron los siguientes términos GO correspondientes
a: Canales de agua, enzimas detoxificantes, factores de proteccion de macromoléculas
(chaperonas), proteasas, factores de transcripcion de estrés por calor, proteinas quinasas,
fosfatasas y proteinas de unién a ARNm.

A continuacion (Cuadro 12), se hace una descripcion de los terminos GO pertenecientes a
procesos bioldgicos que se obtuvieron del analisis de expresion diferencial para la
comparacion de Colina_e vs Colina_n y su rol en la respuesta al estrés por calor o sequia, se
indica ademas el nimero de SNPs bajo equilibrio de Hardy-Weinberg y se menciona su
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ubicacion dentro del “cromosoma”. Se incluyen ademas algunos que fueron mencionados
por Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki (2007).

Cuadro 12. Términos GO involucrados en la respuesta a la sequia.

Regulacion positiva
de la transcripcion
del promotor de la
ARN polimerasa Il

transcripcional por un ARN pequefio y sugieren que el
ARN B2 se asocia con Pol Il en promotores en células
sometidas choque térmico inhibiendo activamente la
transcripcion (Espinoza et al., 2004).

GO ID Descripcion (Autor) Fold
(SNP_cromosoma) change
P: GO: 0006412 | La modificacion postraduccional de proteinas desempefia | -2,23

Traduccion un rol clave en la respuesta al estrés por sequia. (Bhargava
(SNP_36.099) y Sawant, 2013).
1/1 SNPs bajo equilibrio HW.
P: GO: 0055114 | Las mitocondrias poseen un rol importante en establecer | -26,2
Proceso de 6xido- | el estado redox celular y en dar inicio a las cascadas de
reduccion transduccion de sefiales bajo estrés por sequia.
(SNP_32.557) El estrés por sequia induce un cambio importante en el
estado redox celular debido a una mayor produccion de
ROS (Cruz de Carvalho, 2008).
2/2 SNPs bajo equilibrio HW.
P: GO: 0006468 | En las plantas, la fosforilacion de proteinas se relaciona | -2,33
Fosforilacion de | con respuestas a la luz y el estrés por temperatura.
proteinas Se han identificado proteinas fosforiladas envueltas en el
(SNP_6.810) empalme del ARN, el control transcripcional, Ila
proteccidn/ defensa del estrés y percepcion y sefializacion
del estrés que podrian guardar relacién con la tolerancia al
calor mejorada (Zhang et al., 2020).
8/8 SNPs bajo equilibrio HW.

P: GO: 0016310 | En plantas, la fosforilacion es de vital importancia en | -2,33
Fosforilacion varios procesos fisiologicos, donde se incluyen la
(SNP_6.810) sefializacion hormonal y respuesta al estrés por sequia.

6/6 SNPs bajo equilibrio HW.
SNP 29.340. (Dai Vu et al., 2016)
P: GO: 0055085 | Los sistemas de transporte de membrana vegetales poseen | 3,36
Transporte un rol clave en la adaptacién por escasez de agua.

transmembrana | Segun las necesidades energéticas, la translocacion por
(SNP_9.528) medio de membranas se hace de manera activa o pasiva.

El transporte activo se hace por medio de transportadores
primarios y secundarios, que usan la hidrolisis de ATP y
gradientes de iones, respectivamente, para impulsar
solutos a través de las membranas. Mientras, el transporte
pasivo, se realiza mediante canales y portadores
(Jarzyniak y Jasinki 2014).

14/14 SNPs bajo equilibrio HW.

P: GO: 0061408 | Estudios indican un mecanismo de represion | -4,51
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en respuesta al 1/1 SNPs bajo equilibrio HW.
estrés por calor
(SNP_32.144)
P: GO: 0009414 | Se indic6 como un término GO que se expresa| 2,39
Respuesta a la diferencialmente bajo condiciones de estrés por sequia
privacion de agua | (Wu et al., 2018).
(SNP_36.099) 2/2 SNPs bajo equilibrio HW.
P: GO: 0006833 | En las plantas, la regulacién del transporte de agua y la | 2,39
Transporte de agua | fotosintesis tienen un rol clave en mejorar la tolerancia a
(SNP_35.581) la sequia (Ding et al., 2018).
2/2 SNPs bajo equilibrio HW.
P:G0:0051085 Es conocido que las chaperonas se expresan en respuesta | 3,47
Refundicion de a condiciones de estrées ambiental como calor, frio y
proteinas sequia, entre otros (Wang et al., 2004)
dependiente del | 4/4 SNPs bajo equilibrio HW.
cofactor de la
chaperona
(SNP_11.631)

A partir del Cuadro 12, se observa que la mayoria de los términos GO descritos aqui poseen
una sobreexpresién en restriccion hidrica en comparacion con riego normal. De los cuales, el
término GO: 0005114 se encontrd que existe concordancia con lo descrito con Wu t al.
(2015), que la identifica como un producto génico que aumenta su expresion bajo condiciones
de estrés hidrico. Respecto a aquellos términos GO que se sub expresaron se observo que la
expresion diferencial de GO: 0051085 difiere de lo descrito por Xiong et al. (2017), quienes
indican que un gen de la especie Fagopyrum esculentum, actua como proteina de chaperona
que ayuda a combatir el estrés por sequia, el cual mostr6é una sobre expresion, en cambio en
lo obtenido para este estudio se indica que se sub expresa en estas condiciones. Esta
discordancia puede deberse a una diferencia en los mecanismos de tolerancia al estrés hidrico
entre las dos especies analizadas, donde ciertos productos génicos se sobre 0 sub expresaran
de forma diferente.

Respecto al equilibrio de Hardy-Weinberg, para estos términos GO, la totalidad de los SNPs
a los que se asocian estan bajo equilibrio, lo que indica que no estan sometidas a fuerzas
micro evolutivas.

En el Apéndice 4, se encuentran otros términos GO (que incluyen Funciones, componentes
y procesos bioldgicos) con una posible implicancia en la respuesta a la sequia, a los cuales
se les hace una breve descripcion, se indica el nimero de SNPs bajo equilibrio de Hardy-
Weinberg y se menciona su ubicacion dentro del “cromosoma”. De estos términos, cabe
resaltar que parte de los SNPs asociados a ellos no se encontraron bajo equilibrio de Hardy-
Weinberg, en este caso se puede afirmar que las fuerzas evolutivas estan acuandoas.

3.3 Rutas, componentes y funciones expresadas

En la Figura 9, se presentan las rutas de funciones moleculares, componentes celulares y
procesos bioldgicos que se obtuvieron mediante el blasteo, mapeo y anotacion de los 20.466
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contigs del transcriptoma de guayacan. Debido a la extension y para simplificar su
interpretacion, se describe brevemente para cada dominio una ruta de cierto producto génico
con su respectivo ID, la descripcion que se entrega fue obtenida mediante el mismo programa
BLAST2GO. Las rutas completas estan disponibles en el Apéndice 5. En primer lugar, se
describe una ruta metabdlica correspondiente al dominio de “funcion molecular”.

A GO: 0003674
Funcién molecular
B Esuna : Es una
GO: 0003824 GO: 0005488
Actividad catalitica Union
(‘ I Es una
GO: 0016740
Actividad transferasa
D { Esuna

GO: 0016772
Transmision de grupos
que contienen fosforo

Esuna

GO: 0016301
Actividad de quinasas
1.514 secuencias

Figura 9. Ruta de funciones moleculares.

Un ejemplo de ruta metabdlica del dominio de funciones moleculares que se detalla para
guayacan es la “Actividad de quinasas”, la cual se describe en cascada siguiendo las letras en
rojo (de A a E). Los colores de cada celda indican el nUmero de secuencias que se destinan
para cada producto génico en el siguiente orden de menor a mayor: Amarillo claro, naranjo
y verde (Figura 9).

En primer lugar, una “funcion molecular” es un proceso molecular que pueden ser llevado a
cabo por accion de una sola maquina macromolecular, usualmente por medio de
interacciones fisicas con otras entidades moleculares; la cual se subdivide en la “Union”, que
es la interaccion selectiva de una molécula con uno o mas sitios especificos u otra molécula
y también en la “Actividad catalitica”, que se detalla como la catalisis de una reaccion
bioquimica a temperaturas fisiologicas donde sustratos y enzimas interacttan; una clase de
esta actividad es la “Actividad transferasa”, que se entiende como la catalisis de la
transferencia de un grupo (metilo, glicosilo, acilo, conteniente de fosforo, entre otros) de un
compuesto a otro; la cual se clasifica en una “Transmision de grupos que contienen fosforo”,
que es la catalisis de la transferencia de un grupo que contiene fésforo de un compuesto a
otro; y dentro de esta ultima funcion se encuentra la “Actividad de quinasas”, que se define
como la catélisis de la transferencia de un grupo fosfato usualmente de ATP a una molécula
de sustrato.

El término “Activida de quinasas” presentd un total de 1.514 secuencias que se asociaron con
esta clase de funcion (Figura 9). Ademas, como se describio anteriormente, las quinasas son
un producto de genes inducibles por sequia en Arabidopsis perteneciente al grupo de
proteinas reguladoras relacionadas en la regulacion adicional de la transduccion de sefiales y
la expresion sensible al estrés (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007). Otros autores
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conciden en que las proteinas quinasas tienen importancia en las vias de transduccién de
sefiales, y en un estudio con maiz se indica que pueden ocupar un rol en la respuesta al estrées
por sequia (Stone y Walker, 1995; Laurie, y Halford, 2001). Debido a lo anterior, es posible
decir que este producto génico expresado en guayacan podria jugar un papel importante en
la respuesta al estrés por sequia para la especie.

La Figura 10 muestra en detalle el total de secuencias que se destinan para cada funcion
molecular, las cuales agrupan otras y por ende poseen usualmente un mayor nimero de
secuencias que aquellas funciones que se ramifican mas hacia abajo, esto permite entender
mejor como se distribuyen las secuencias para cada funcion dentro de este dominio de la
ontologia génica.

# Secuencias de Funciones Moleculares

Union
7.572 (46%)
8.740 (54%) Actividad catalitica

Figura 10. # Secuencias de funciones moleculares.

A modo global, respecto a la cantidad de secuencias que se derivan para cada término dentro
del dominio de funciones moleculares, de las 16.312 secuencias anotadas, un 54% de ellas
corresponden a “Actividad catalitica” y un 46% a “Union” (Figura 10). Lo anterior indica
que al nivel del dominio de funciones moleculares, son solo dos, los procesos para los cuales
decodifican la mayoria de las secuencias de ADN expresado, cabe recordar que como se
analizaron 20.466 contigs del total de 100.000 contigs del ensamblaje del transcriptoma de
guayacan, pueden gue hayan otras funciones que no se vieron en estos resultados que son
parte de esta ruta metabdlica.

Continuando (Figura 11), se describe una ruta metabdlica correspondiente al dominio de
“Componente Celular”.
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A GO: 0005575
Componente Celular
! Esun
B Esun
GO: 0110165 GO: 0032991
Entidad anatomica Complejo que
celular contiene proteinas
Es lmil/'
GO: 0005622
Estructura anatdémica
intracelular Es una
Es%
C GO: 0005737 .
Citoplasma GO: 004%‘31
Organclo unido a la
membrana intracelular
Es parte del
D GO: 0009536 Es un
Plastidio
1.285 secuencias

Figura 11. Ruta de componentes celulares.

Un ejemplo de ruta metabdlica del dominio de componentes celulares que se describe para
guayacan es el “Plastidio”, el cual se describe en cascada siguiendo las letras en rojo (de A a
D).

En primer lugar, un “Componente Celular” se define como una ubicacion relativa a
compartimentos y estructuras celulares, ocupadas por una maquina macromolecular cuando
lleva a cabo una funcion molecular; el cual se subdivide en un “Complejo que contiene
proteinas”, que es un ensamble de dos o mas macromoléculas (proteinas, cidos nucleicos,
carbohidratos, entre otros) en el cual al menos un componente es una proteina y las partes
constituyentes funcionan juntas, y también en una “Entidad anatomica celular”, que se
entiende como una sustancia producida con granularidad por encima del nivel de un complejo
proteico; la cual a su vez se subdivide en una “Estructura anatdmica intracelular” y en el
“Citoplasma”, que son todos los contenidos de una célula excluyendo la membrana de
plasma, pero que incluye otras estructuras sub celulares; y del cual es parte el “Plastidio”,
que se define como un miembro de la familia de organelos de plantas, que se desarrollan a
partir de los proplastidios; el cual también es un “Organelo unido a la membrana
intracelular”.

El componente “Plastidio” present6 un total de 1.285 secuencias que se asociaron con esta
clase de componente (Figura 11). Respecto a su rol en la respuesta al estrés por sequia,
Ghotbi-Ravandi et al. (2019) realizaron un estudio para determinar el papel de la oxidasa
terminal de plastidios (PTOX), una proteina localizada en los plastidios, en la respuesta al
estrés por sequia en plantas, lo que resultd en que la expresion génica y contenido proteico
de PTOX aumentd significativamente bajo condiciones de sequia severa. Por otro lado, Sun
et al. (2010) indican para un estudio también de plantas sometidas a sequia que la proteina
reguladora de deteccion de Ca2 +- localizada en plastidios de la hoja aumentd su expresién
como mecanismo de tolerancia a la sequia. Asi, los autores mencionados anteriormente
indican que existen proteinas alojadas en los plastidios que incrementan su expresion génica
al someterse a condiciones de sequia, lo que hace posible pensar que este producto genico
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expresado en guayacan podria jugar un papel importante en la respuesta al estrés por sequia
para la especie.

La Figura 12 muestra en detalle el total de secuencias que se destinan para cada componente
celular, los cuales agrupan otros y por ende poseen usualmente un mayor ndmero de
secuencias que aquellos componentes que se ramifican mas hacia abajo, esto permite
entender mejor como se distribuyen las secuencias para cada componente dentro de este
dominio de la ontologia génica.

# Secuencias de Componentes Celulares

2.107 (15%) __

= Entidad anatomica
celular

= Complejo que contiene
proteinas

~_11.864 (85%)

Figura 12. # Secuencias de componentes celulares.

A modo global, respecto a la cantidad de secuencias que se derivan para cada término dentro
del dominio de componentes celulares, de las 13.971 secuencias anotadas, un 85% de ellas
corresponden a “Entidad anatomica celular” y un 15% a “Complejo que contiene proteinas”.
Lo anterior indica que, al nivel del dominio de componentes celulares, son solo dos los
procesos para los cuales decodifican la mayoria de las secuencias de ADN expresado.

Por ultimo, se describe una ruta metabdlica correspondiente al dominio de “Proceso
Biologico” (Figura 13).
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Figura 13. Ruta de procesos bioldgicos.

Un ejemplo de ruta metabdlica del dominio de procesos bioldgicos que se describe para
guayacéan (Figura 13), es la “Fosforilacion”, el cual se describe en cascada siguiendo las letras
enrojo (de AaF).

En primer lugar, un “Proceso Bioldgico” representa un objetivo especifico que el organismo
esta genéticamente programa para lograr, el cual se subdivide en varios procesos entre ellos,
la “Regulacion biologica”, que es cualquier proceso que modula un atributo medible de
cualquier proceso bioldgico, cualidad o funcion, y también en un “Proceso metabolico”, que
se detalla como las reacciones quimicas y vias, incluido el anabolismo y catabolismo por
medio de los cuales todos los organismos vivos transforman sustancias quimicas; este se
subdivide en un “Proceso metabdlico celular”, que se entiende como las reacciones quimicas
y vias por los cuales las células individuales transforman sustancias quimicas; este a su vez
se subdivide en un “Proceso metabolico de f6sforo”, que son las reacciones quimicas y vias
que involucran el elemento no metélico de fésforo o compuestos que contienen fosforo; este
a su vez se subdivide en un “Proceso metabdlico de compuestos que contienen fosfato”, que
son las reacciones quimicas y vias que involucran al gurpo fosfato, el anién o sal de cualquier
acido fosforico; dentro de este ultimo se encuentra la “Fosforilacion”, la que se define como
el proceso de introducir un grupo fosfato a una molecula, usualmente con la formacion de un
éster, anhidrido o amida fosforico.

El proceso “Fosforilacion” presentd un total de 1.588 secuencias que se asociaron con esta
clase de componente (Figura 13). Ademas, como se describid anteriormente, la fosforilacion
es de suma importancia en diversos procesos biologicos, que incluyen la sefalizacion
hormonal y la respuesta al estrés por sequia (Dai Vu et al., 2016). Especificamente, la
fosforilacion de proteinas esta relacionada con respuestas a la luz y el estrés por temperatura,
donde se han identificado proteinas fosforiladas envueltas en el el control transcripcional, la
proteccion/defensa del estrés y percepcion y sefializacion del estrés que poseen una posible
relacién con la tolerancia al calor mejor desarrollado (Zhang et al., 2020). En base a lo
anterior, es posible pensar que este producto génico (fosforilacion) expresado en guayacan
podria jugar un papel importante en la respuesta al estrés por sequia para la especie.

34



La Figura 14, muestra en detalle el total de secuencias que se clasificaron para cada proceso
bioldgico, los cuales agrupan otros procesos y por ende poseen usualmente un mayor nimero
de secuencias que aquellos procesos que se ramifican mas hacia abajo, esto permite entender
mejor como se distribuyen las secuencias para cada proceso dentro de este dominio de la
ontologia génica.

# Secuencias de Procesos Biologicos

1.970(7%)

= Proceso celular
2.174 (8%)

10.435(37%) = Proceso metabélico
2.378 (8%)
Regulacion biolégica

Regulacion de procesos

2.824(10%) biologicos

= Localizacion

= Respuesta a estimulos
8.713(31%)

Figura 14. # Secuencias de procesos bioldgicos.

A modo global, respecto a la cantidad de secuencias que se derivan para cada término dentro
del dominio de procesos bioldgicos, de las 28.494 secuencias anotadas, un 37% de ellas
corresponden a “Proceso celular”, un 31% a “Proceso metabolico”, un 10% a “Regulacion
biologica”, un 8% a “Regulacion de procesos bioldgicos”, un 8% a “Localizacion” y un 7%
a “Respuesta a estimulos” (Figura 14). Lo anterior indica que, al nivel del dominio de
procesos bioldgicos, existen seis procesos para los cuales decodifican la mayoria de las
secuencias de ADN expresado. De estos, destaca la “Respuesta a estimulos” por su clara
implicancia en la tolerancia de la planta a condiciones de temperaturas mas altas y a una
escasez de lluvias que pueden derivar en un déficit hidrico, y si se prolonga lo suficiente en
un estrés hidrico, ademas de participar en otras respuestas a diversos cambios en el ambiente
de la planta.
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4. CONCLUSIONES

Para el objetivo 1, es posible concluir que los valores de heterocigosidad H, son moderados
a altos y no presentan diferencias a nivel de localidades (Colina/El Mel6n) en promedio, pero
si presentan diferencias al compararlos entre los tratamientos de riego normal y restriccion
hidrica, lo que indicaria que aquellas poblaciones con restriccion hidrica ven disminuida la
expresion de su diversidad genética en comparacion con aquellas de riego normal. Por otro
lado, la diferenciacion genética Fst entre las poblaciones de Colina y EI Melon en promedio
es baja, lo que indica una escaza o nula estructuracion genética entre estas poblaciones. Esto
implica que la mayoria de la diversidad genética promedio en estas poblaciones guayacan se
encuentra dentro de las poblaciones y no entre ellas.

Concluyendo para el objetivo 2, se puede decir que hay una diferencia en la expresion
evaluada a través del marcador SNPs para los tres dominios de la ontologia génica, donde
varios “procesos bioldgicos” que guardan relacion con el estrés por sequia tienen una sobre
expresion bajo condiciones de restriccion hidrica, lo que evidencia el impacto que tiene este
tratamiento en la respuesta a la escasez de agua expresado a nivel del ARN. Los términos
que se describen concuerdan con los de otros autores que describen genes para otras especies
de plantas, también sometidas a restriccion hidrica o sequia, por lo que se concluye que la
informacion recabada puede ser una base para un proximo disefio de marcadores moleculares
para mejorar la comprension de los mecanismos de adaptacion al estrés por sequia, en las
poblaciones naturales de guayacan.

Por altimo, para el objetivo 3, se indica que, respecto a los tres dominios de la GO, se tiene
una mayor cantidad de “procesos biol6gicos” expresados en comparacion con “funciones
moleculares” y “componentes celulares”. Es importante mencionar que debido a que solo se
analizan parte del total de contigs del transcriptoma de novo de Porlieria chilensis, puede
que existan aln mas “procesos expresados” que no se describieron en el presente trabajo. Sin
embargo, es una buena aproximacién o base para comprender mejor las diversas rutas que
posee guayacan respecto a los genes que se expresan tanto en condiciones de riego normal
como riego restringido. Seria interesante para otros trabajos poder abordar como cambian las
rutas o qué procesos se expresan mas en condiciones de riego normal con respecto a riego
con restriccion.
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6. ANEXOS Y APENDICES

APENDICE |
Cuadro 13. Glosario.
Término Definicion
Heso Heterosigosis esperada y observada. Probabilidad de que dos alelos
elegidos al azar de la poblacion sean diferentes.
Fst Indice de fijacion. Correlacion de alelos elegidos al azar dentro de la
misma subpoblacion en relacion con toda la poblacion.

Contig Serie de secuencias superpuestas de ADN utilizadas para hacer un
mapa fisico que reconstruye la secuencia original de ADN de un
cromosoma o de una region de un cromosoma.

TRIzol Reactivo empleado para la extraccion de ARN, como asi para la

obtencién de ADN vy de proteinas.

Transcriptoma

Lecturas de genes del ADN se llaman transcritos, y un transcriptoma
es una coleccion de todas las lecturas de genes presentes en una célula.

Ensamblaje de
novo

Proceso de secuenciar un organismo de nuevo, del cual no hay una
secuencia modelo o de referencia con el fin de crear una.

RNA-seq

Secuenciacion del Transcriptoma Entero para Clonacion al Azar

Ontologia génica

Representacion que describe diversos conocimientos de la biologia

(GO) molecular con respecto a tres aspectos: funciones moleculares,
componentes celulares, y procesos bioldgicos.
Funcion Aspecto de GO que describe las actividades a nivel molecular
molecular desarrolladas por productos genéticos.

Componente | Aspecto de GO que describe las ubicaciones relativas a las estructuras
celular celulares en donde un producto génico desarrolla una funcién.
Proceso Aspecto de GO que describe los procesos méas grandes, o "programas

bioldgico bioldgicos" realizados por multiples actividades moleculares.
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APENDICE 11
Potencial hidrico de poblaciones de guayacan segun condicion

Antes de la extraccion del ARN se evaluaba el potencial hidrico (W) de cada individuo segun
su condicion de riego. Con el fin de verificar las diferencias entes los grupos se realiz6 una
prueba estadistica de Mann-Whitney-Wilcoxon para determinar si existe alguna diferencia
significativa en las medias del ¥ de individuos de Colina y Mel6n bajo condiciones normales
de riego contra aquellos que se sometieron a restriccion hidrica, a fin de verificar el efecto
que tienen los tratamientos en este parametro. Adicionalmente se puede indicar que el
experimento se inicié con un nimero mayor de individuos que los finalmente analizados,
pues muchos individuos de ambas poblaciones perdieron sus hojas ante de llegar al ¥ deseado
y otros si bien tenia hojas, la cantidad y calidad de ARN no era suficiente para continuar el
experimento. El fenotipo requerido para este experimento era invididuos con hojas pues era
el 6rgano al cual se le extraia el ARN.

Para la poblacion de Colina_n el promedio de W fue de -24,31 bar, mientras el de Colina_e -
65,77 bar. Por otro lado, la poblacién de Melon_n tuvo un promedio de ¥ de -26,93 bar y el
de Melén_e fue de -76,91 bar.

Para la comparacion entre individuos de Colina_n y aquellos de Colina_e se obtuvo un p-
value de 1,20e-05, lo que indica que hay una diferencia significativa en el promedio del ¥
que exhibieron los individuos de cada condicion, siendo esta mas alta en la poblacion de
Colina_n.

Para la comparacion entre individuos de Melén_n y aquellos de Mel6n_e aquellos con
restriccion hidrica se obtuvo un p-value de 8,54e-06, lo que indica que hay una diferencia
significativa en el promedio del ¥ que exhibieron los individuos de cada condicién, siendo
esta mas alta en la poblacion de Meldn_n. Los valores anteriores, incluyendo la desviacion
estandar, minimos y maximos de potencial hidrico para cada poblacion se muestran a
continuacion.

Cuadro 14. P-value y valores de potencial hidrico (W) para las poblaciones.

Datos Colina_n | Colina_e | Mel6on_n | Melén_e
Promedio (bar) -24,31 -65,77 -26,93 -76,91
Desviacion estandar - 10,07 -28,47 -8,38 -21,38
(bar)
Maximo (bar) -41,38 -92,85 -39,25 -92,8
Minimo (bar) -8,54 -3,28 -11,68 -25,81
P-value 1,20 e-05 8,54 e-06

Los valores del W que se obtuvieron fueron en general mucho mas altos que los que
registrados por Quintanilla (2019), quien indica que el rango del ¥ para plantas bajo riego
control se movia entre los -4 y -17 bar, mientras para plantas bajo restriccion hidrica el rango
iba entre -5 y -30 bar. Esto puede ser indicio de que en las plantas del presente estudio se
aplico una mayor restriccion hidrica que la usada por Quintanilla.
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Los resultados anteriores coinciden con lo descrito por Quintanilla (2019), que indica que al
someter las plantas de guayacan a restriccion hidrica existe una disminucion de su potencial
hidrico, esto a su vez presenta concordancia con otros autores para estudios similares
mencionados. Lo anterior demuestra aun mas que la restriccion hidrica evaluada en el sustrato
afecta negativamente el estado hidrico de los individuos, obteniéndose valores de Wa mas
negativos en condiciones de restriccion hidrica que con riego normal.
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APENDICE II1
A continuacion, se describe el procedimiento para la obtencion de las bases de datos:

Después de extraer el ARN de los individuos de guayacan para las dos condiciones de las
dos poblaciones estudiadas, se determina su calidad para secuenciarlo mediante la plataforma
Illumina, las secuencias fueron procesadas segun el esquema siguiente:

Ensamblaje de Software FASTQC
\ﬁmipmm ) )
o \ i TRIMMOMATIC

\cnsamhlaje de novo

Recortar secuencias
por medio de

ﬂ TRIMMOMATIC

Procesamiento por
medio de

SValiaciCads I

Software FASTQC

\ calidad

Figura 15. Pasos para el filtrado y control de calidad de secuencias.

Filtrado de secuencias y control de calidad

Se realiz6 una evaluacion de calidad de las secuencias por medio del software FastQC que
es una herramienta de control de calidad para datos de secuencia de alto rendimiento que
utiliza el lenguaje Java, lo que redujo el tamafio de la base de datos dejando solo secuencias
de alta calidad (valor de control de calidad promedio mayor a 30) para su posterior analisis
(Babraham Bioinformatics, S.A). El software FastQC puede extraer datos de archivos
FASTQ, el cual es un formato basado en texto usado para almacenar tanto una secuencia
bioldgica (usualmente una secuencia de nucleétidos) como sus puntuaciones de calidad
correspondientes, siendo el estandar para almacenar la salida de instrumentos de
secuenciacion de alto rendimiento como el analizador de genoma Illumina (Cock et al.,
2009).

Luego se removieron los adaptadores remanentes y secuencias de bajo tamafio (< 50 pb) por
TRIMMMOMATIC, que es una herramienta usada para orientar y recortar datos de Illumina
en formato FASTQ, y que también elimina adaptadores. Se removieron secuencias de baja
calidad por TRIMMMOMATIC y se evalu6 de nuevo la calidad de las secuencias resultantes
por FastQC.
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Ensamblaje de novo Guayacan
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Figura 16. Pasos para el ensamblaje de novo.

Se realiz6 un ensamblaje de transcriptoma de novo (método para crear un transcriptoma sin
la ayuda de un genoma de referencia), utilizando Galaxy, que es una plataforma de anélisis
de datos bioldgicos con una de sus ramas en la genémica utilizandose para la expresion
génica y el ensamblaje del genoma (Afgan et al., 2018); y Trinity version_2013-02-25, que
es un método para la reconstruccion de novo eficiente y robusto de transcriptomas a partir de
datos de ARN-seq (Haas, 2018).

Se evalud el ensamblaje de novo por QUAST, herramienta de evaluacion de calidad para
ensamblajes gendmicos que no requiere necesariamente un genoma de referencia (Gurevich
et al., 2013). Para la anotacién se utiliz6 BLAST, programa que encuentra regiones de
similitud entre secuencias biolégicas, comparando secuencias de nucledtidos o proteinas con
bases de datos de secuencias y calculando la significacion estadistica (NCBI, S. A). Lo
anterior permitio identificar la funcién de genes relacionados a la biologia molecular y su
asignacion mediante términos de ontologia génica (GO). Las ontologias de GO estan
estructuradas como un gréafico, con términos como nodos Y las relaciones entre términos
como aristas. Asi como se define cada término de GO, las relaciones entre sus términos
también se categorizan y definen. Algunas de las relaciones comdnmente usadas en GO son:
“Es un”, “parte de”, “tiene parte de”, “regula, “regula negativamente”, y “regula
positivamente” (Geneontology, S.A).

Identificacion v filtrado de marcadores moleculares SNPs

Del ensamblaje de novo resultaron 101.228 contigs, a partir de los cuales se obtuvieron los
SNPs. Los SNPs que se identificaron dentro de estos contig se obtuvieron mediante la
“Deteccion de variantes segun la calidad” por medio del software CLC Genomics Workbench
version 7.0.4, el que encuentra todas las variaciones cubiertas por lecturas alineadas (CLC
bio, S.A). En total se identificaron 2.985 SNPs finales filtrados. El filtrado de los SNPs se
realiz6 mediante pruebas de Minima Frecuencia Alélica (MAF).
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Analisis de expresion diferencial

Para encontrar SNPs expresados diferencialmente de la poblacion control de aquellos bajo
restriccion hidrica se hizo un mapeo (proceso que entrega informacion sobre que
“cromosoma” contiene tal gen y su ubicacion exacta en este (NIH, S.A (c))) de las lecturas
filtradas al transcriptoma de novo anotado por medio de CLC Genomics Workbench, se
realiz6 un andlisis de expresion diferencial por DESeq2, software que analiza datos de conteo
obtenidos en ensayos de secuenciacion de alto rendimiento como el RNA-Seq y realiza
pruebas de analisis de expresion diferencial (Love et al., 2014). Finalmente, para un analisis
de enriquecimiento se usé el software BLAST2GO, el que procesa datos de anotaciones
resultantes principalmente basadas en el vocabulario de ontologia génica (GO) (Conesa y
Gotz, 2008), como muestra la Fig. 17:

Software
CLC Software
Genomics Blast2GO

workbench

Figura 17. Procesamiento para el analisis de expresion diferencial.
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APENDICE IV

Cuadro 15. Términos GO con posible implicancia en la respuesta a la sequia. (*) Indica el
numero de SNP que estan en equilibrio HW del total.

F: GO: 0004124
Actividad
sintasa de

cisteina

constituyente del glutation, un antioxidante soluble en agua
con un rol importante en la eliminacion de sustancias
reactivas de oxigeno (ROS), generadas bajo condiciones de
estrés abidtico como por ejemplo por sequia.

Ademas, la glutatilacion de proteinas puede contribuir a los
mecanismos de defensa que otorga tolerancia a la desecacion.
3/3 SNPs bajo equilibrio HW.

SNP 47.730.

Nombre Descripcion Ref.

F: GO: 0015250 | La conductividad hidraulica de la raiz, el flujo de agua por (47)

Actividad de | medio del &rea de la superficie de la raiz se rige por el ABA'y

canales de agua | la sequia. Bajo condiciones de déficit hidrico, Ila
conductividad hidrica de las raices baja para evitar la pérdida
de agua de las raices provocada por la disminucién del
potencial hidrico del suelo. La presencia de canales de agua
forma parte de los principales determinantes a corto plazo de
la conductividad hidraulica de la raiz.
2/2 SNPs bajo equilibrio HW.*
SNP 35.581.

F: GO: 0031072 | Las proteinas de choque térmico (HSP por sus siglas en (89)
Union a inglés) corresponden a un tipo de chaperonas, las cuales

proteinas de desempefian un rol importante en proveer tolerancia al estrés

choque térmico | abiotico. Existe una asociacion entre HSP y ROS, lo que

sugiere que las plantas han evolucionado con el fin de tener
un mayor grado de regulacion sobre la toxicidad de ROS,
usandolo como inductor para inducir HSP logrando mejores
adaptaciones.

4/4 SNPs bajo equilibrio HW.

SNP 11.361.

F: GO: 0015035 | En Arabidopsis se encontr0 que se requiere proteinas (26)
Proteina disulfuro-isomerasa para que las plantas crezcan bajo
disulfuro condiciones reductoras, las cuales se dan bajo estrés oxidativo

oxidorreductasa | el cual es propiciado por la sequia.

2/2 SNPs bajo equilibrio HW.
SNP 50.603.
P: GO: 0006508 | La proteolisis es la degradacion de enzimas mediante enzimas (68)
Protedlisis proteasas 0 por medio de la digestion intramolecular. Se han
descrito como un grupo de proteinas expresadas bajo estrés
hidrico.
1/1 SNPs bajo equilibrio HW.
SNP 50.373.
La cisteina posee propiedades antioxidantes y es un (111)
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F: GO: 0004348 | Glucosilceramidas son lipidos de membrana que se (36)

Actividad de | encuentran en la mayoria de los organismos eucariotas que
gluco son claves para la aclimatacion al estrés, siendo esenciales
silceramidas | para el crecimiento y desarrollo de las plantas.
13/18 SNPs bajo equilibrio HW.
SNP 47.336.
F: GO: 0016301 | Su expresion se induce por la sequia, el estrés salino y el (52)
Actividad de | tratamiento con acido abscisico (ABA). Autores indican un y
quinasas posible vinculo entre las cascadas de sefializacion de (99)
fosfoinositidos y las respuestas al estrés hidrico en plantas.
Las proteinas quinasas tienen importancia en las vias de
transduccion de sefiales. Un estudio con maiz indica que
pueden ocupar un rol en la transduccion de sefiales del maiz
en respuesta al estrés por sequia.
6/6 SNPs NO estan bajo equilibrio HW.
SNP 47.266.

F: GO: 0016772 | Existen un tipo de transferasa denominadas como (12)
Actividad de | Transferasas de glutation citosolico (GST), las cuales se usan
transferasa para el desarrollo de plantas transgénicas con una mayor

resistencia al estrés bidtico y abidtico.
7/7 SNPs bajo equilibrio HW.
SNP 45.274.

F: GO: 0016920 | Factores como el calor, altas presiones y modificaciones (28)
Péptidos de enzimaticas aportan a la formacion de péptidos de
piroglutamil piroglutamil.

pGlu 1/1 SNPs bajo equilibrio HW.
SNP 42.355.

F: GO: 0004784 | Las SOD son enzimas con un papel importante en la (91)
Actividad de | proteccion contra especies toxicas reducidas. Se ha propuesto
superoxido que las SOD son importantes en la tolerancia de las plantas a
dismutasas la sequia.

(SOD) 1/1 SNPs bajo equilibrio HW.
SNP 37.692.

P: GO: 0016567 | Se ha encontrado evidencia de que la ubiquitinacion tiene un (58)

Ubiquitinacion | rol clave en regular las respuestas de las plantas al estrés
de proteinas hidrico.

La conjugacion de un pequefio modificador similar a la
ubiquitina (SUMO por sus siglas en inglés) con proteinas
diana se ve aumentado en respuesta a diversos factores de
estrés, entre ellos la sequia y el calor.
1/1 SNPs bajo equilibrio HW.
SNP 36.099.
F: GO: 0004386 | Se han encontrado helicasas de ARN involucradas en la (76)

Actividad de la
helicasa

respuesta celular al estrés abidtico de sequia.
6/18 SNPs bajo equilibrio HW.
SNP 34.836.
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F: GO: 0008168
Actividad
metiltransferasa

Plantas transgénicas de Arabidopsis expresaron genes de
glicina sarcosina metiltransferasa (ApGSMT) y dimetilglicina
metiltrasnferasa (ApDMT) de cianobacterias halotolerantes
con una mayor tolerancia a la sequia, demostrando el uso de
estos genes en mejorar la tolerancia al estrés abidtico.

19/19 SNPs bajo equilibrio HW.

SNP 33.721.

(93)

F: GO: 0003924 | En un estudio se identificaron nueve proteinas de unién a la (61)
Actividad de | molécula guanosin trifosfato (GTP), seis de las cuales eran
GTPasa Unicas bajo condiciones de sequia extrema.
6/6 SNPs bajo equilibrio HW.
SNP 27.861.
F: GO: 0004013 | Varias enzimas importantes en el ciclo de la A-adenosil-L- | (112)
Actividad metionina (SAM) se vieron aumentadas en hojas en respuesta
adenosilhomocis | al estrés por sequia, incluida la S-adenosil-L-homocisteina
teinasa hidrolasa.
13/13 SNPs bajo equilibrio HW.
SNP 25.385.
P: GO: 0033396 | Se ha reportado que el aminoacido f-alanina posee funciones (79)
Proceso importantes en la fisiologia y el metabolismo de las plantas,
biosintético de | como un compuesto de defensa para resistir a condiciones
beta-alaninaa | como la sequia y la hipoxia.
través de la via | 1/1 SNPs bajo equilibrio HW.
3-ureidopro SNP 23.150.
pionato
C: GO: 0009512 | Laexpresion del complejo citocromo b6f se redujo en un 50% (50)
Complejo de | en respuesta a la sequia.
citocromo b6f | 1/1 SNPs bajo equilibrio HW.
SNP 22.738.
C: GO: 0000124 | SAGA (Spt-Ada-Gcen5  acetiltransferasa) es un complejo (66)
Complejo coactivador transcripcional que regula varios procesos
SAGA celulares. Sus diferentes miembros tienen un rol clave en la
respuesta al estrés ambiental, donde la expresion génica de
algunos de sus componentes es inducido por una
concentracion alta de sal y alta temperatura.
5/5 SNPs bajo equilibrio HW.
SNP 21.052.
F: GO: 0046982 | La heterodimerizacién podria potenciar la actividad (83)
Heterodimerizac | transcripcional de proteinas NAC, con un efecto sobre la
i6n de proteinas | expresion de genes diana y sobre la respuesta al estrés.
5/5 SNPs bajo equilibrio HW.
SNP 21.052.
F: GO: 0005516 | Las proteinas de unidn a calmodulina estan involucradas en | (110)

Unién de
calmodulina

las respuestas al estrés bidtico y abiotico. La sobrexpresion de
estas proteinas causd una mayor expresion de genes de
defensa y una mayor tolerancia al estrés por sequia.
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106/106 SNPs bajo equilibrio HW.

SNP 20.061.
F: GO: 0004450 | Un estudio mostrd que una isocitrato deshidrogenasa fue (55)
Actividad de | inducida por salinidad y estrés por sequia.
isocitrato 2/2 SNPs bajo equilibrio HW.
deshidrogenasa | SNP 19.664.
(NADP +)
P: GO: 0045489 | Se ha evidenciado que las pectinas metilesterasa y los | (116)
Proceso inhibidores de la pectina metilesterasa tienen roles
biosintético de | importantes en responder a diversas sefiales internas y estrés
la pectina ambiental por medio de la modificacion de la pectina y la
remodelacion de la estructura de la pared celular.
El metanol como subproducto de la reaccion de esterificacion
metilica de la pectina, podria influir en la expresion de genes
sensibles a la sequia/frio provocando la cascada de
transduccion de sefiales de la resistencia al estrés de las
plantas.
8/8 SNPs bajo equilibrio HW.
SNP 18.959.
P: GO: 0090502 | Se han indicado que los sitios de hidrolisis de fosfolipidos (43)
Hidrolisis de | identificados en plantas que podrian estar involucrados en
enlaces respuestas al estrés hiperosmatico.
fosfodiéster de | 2/2 SNPs bajo equilibrio HW.
ARN SNP 17.627.
F: GO: 0003924 | La regulacién de la H+-ATPasa de la membrana plasmatica | (119)
Actividad de | se asocia con las respuestas fisioldgicas de las plantas de té a
ATPasa la sequia y rehidratacién posterior.
10/32 SNPs bajo equilibrio HW.
SNP 20.9009.
F: GO: 0003779 | El citoesqueleto de actina vegetal tiene implicancias en varios (45)
Unién de actina | procesos celulares, donde se incluye la respuesta al estrés.
2/2 SNPs bajo equilibrio HW.
SNP 16.765.
P: GO: 0005975 | Se encontr6 que las enzimas metabdlicas de carbohidratos (95)
Proceso podrian tener un rol en el mejoramiento y selecciéon de
metabolico de | genotipos de trigo con mayor resistencia a la sequia.
carbohidratos | 3/5 SNPs bajo equilibrio HW.
SNP 16.470.
F: GO: 0003935 | En un estudio, la regulacion positiva especifica en la| (117)

Actividad de
GTP
ciclohidrolasa Il

biosintesis de riboflavina (GTP ciclohidrolasa I1) se asocio
con la deteccion de sequia y la regulacion de muchas enzimas
degradantes que actuan sobre los carbohidratos de la pared
celular, acidos grasos y proteinas bajo estrés por sequia.

1/1 SNPs bajo equilibrio HW.
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SNP 14.280.

P: GO: 0005991 | En plantas, se ha demostrado el rol clave de la trehalosa en la (34)
Proceso tolerancia al estrés, especificamente a la sequia para especies y
metabdlico de la | criptobioticas como Selaginella lepidophylla (Hook. & Grev.) (49)
trehalosa Spring.
1/1 SNPs bajo equilibrio HW.
SNP 13.968.
P: GO: 0000165 | Estudios moleculares y bioquimicos indican que las proteinas | (118)
Cascada MAPK | quinasas activadas por mitogenos (MAPK) de las plantas
tienen un papel importante en responder a estrés bidticos y
abioticos incluidos la salinidad y sequia.
1/1 SNPs bajo equilibrio HW.
SNP 13.015.
F: GO: 0020037 | Se ha propuesto que la rama hemo de la via biosintética del (70)
Enlace de hemo | tetrapirrol posee un rol clave en la mediacion de la
sefializacion del estrés por sequia intracelular y en la
estimulacion de la desintoxicacién de ROS bajo estrés por
sequia.
3/3 SNPs bajo equilibrio HW.
SNP 11.979.
F: GO: 0044183 | Es conocido que las chaperonas se expresan en respuesta a | (109)
Chaperonade | condiciones de estrés ambiental como calor, frio y sequia,
plegamiento de | entre otros.
proteinas 4/4 SNPs bajo equilibrio HW.
SNP 11.631.
F: GO: 0004332 | Resultados indican que es un gen denominado fructosa-1,6- (25)

Actividad de la
fructosa-
bisfosfato
aldolasa

bifosfato aldolasa desempefia un rol clave en la mejora de la
capacidad de supervivencia de Sesuvium portulacastrum (L.)
en condiciones de sequia y alta salinidad.

21/21 SNPs bajo equilibrio HW.

SNP 4.576.
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APENDICE V.

A continuacion, se presentan las rutas completas para funciones, componentes y procesos

bioldgicos analizados de 20.466 contig:
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Figura 18. Rutas metabolicas de funciones moleculares (1).
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Figura 19. Rutas metabolicas de funciones moleculares (2).
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Figura 20. Rutas metabolicas de componentes celulares.

—_— N
GODSTIE 600071840 7 GO:0006807 \
cellular response to cellular component GO:0009058 cellular metabolis nitrogen compound | 5 mguies
stimulus. orgarzation ar biogenesis biosynthetic process process | metabalic pracess
. . R e - P— * .

Figura 21. Rutas metabolicas de procesos bioldgicos (1).
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Figura 25. Rutas metabolicas de procesos bioldgicos (5).
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