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Resumen

La salinizacion de los suelos tiene un impacto devastador en los cultivos, ocasionando
pérdidas econdmicas significativas debido a la reduccién de la productividad y calidad de las
cosechas. Chenopodium quinoa Willd (quinua) es un cultivo originario de los Andes, valorado
por su alto perfil nutricional y adaptabilidad a diferentes condiciones climaticas. Una de las
caracteristicas destacadas de la quinua es su notable tolerancia a varios tipos deestrés
abidtico. Esto ha despertado un gran interés en la investigacion cientifica, ya que la quinua
puede proporcionar valiosos recursos genéticos y mecanismos adaptativos que pueden ser
utilizados en el mejoramiento de cultivos. Las plantas han desarrollado estrategias vy
mecanismos de adaptacion frente al estrés, incluyendo la sintesis de proteinas especificas
involucradas en la tolerancia al estrés como las proteinas LEAs (del inglés, Late
Embryogenesis Abundant). Las LEAs son proteinas altamente conservadas y ampliamente
distribuidas en el reino vegetal que, a pesar de su nombre pueden ser halladas en otras etapas
del ciclo de vida de las plantas y en diversos tejidos. Se caracterizan por su acumulacion en
respuesta a diferentes tipos de estrés abidtico y tienen la capacidad de proteger las células
vegetales contra el dafo inducido por el estrés, preservando la estructura y/o funcién de
diferentes biomoléculas.

El objetivo general del trabajo fue el identificar proteinas LEA presentes en C. quinoa
Willd. y caracterizar candidatas relacionadas con la respuesta al estrés salino y el desarrollo

de la semilla madura.

El objetivo del Capitulo 1 fue caracterizar el proteoma de semillas de distintos
cultivares de quinoa provenientes de regiones con condiciones edafoclimaticas contrastantes.
Los resultados obtenidos brindan una vision sobre las vias metabdlicas mas importantes para
las semillas maduras de quinua. Interesantemente, el perfil de LEAs observado sugiere un rol
de las LEA 4, LEA_5 y SMP (del inglés seed maturation protein) en la viabilidad de las
semillas, probablemente relacionado con la capacidad de tolerar la desecacion inherente al
proceso de formacion de las semillas ortodoxas. Los cultivares Sajama, Amarilla de
Marangani y Narifio presentaron un patrén de expresion de estas proteinas compatible con el
observado en semillas ortodoxas, por el contrario, el cultivar Chadmo, de origen chileno,
mostré menores niveles de abundancia de estas mismas LEAs. Esto podria reflejar otra
caracteristica distintiva entre los dos eventos de domesticacion recientemente sugeridos para
C. quinoa.

El objetivo del Capitulo 2 fue identificar todas las proteinas LEA presentes en el
genoma de C. quinoa, y caracterizar estructural y filogenéticamente a los grupos LEA 3y
LEA 4. Se identificaron 43 proteinas LEAs distribuidas de la siguiente forma: LEA 1 (5),
LEA 2 (12), LEA 3 (5), LEA 4 (4), LEA_5 (4), LEA_6 (2) y SMPs (11). Para las LEA_3 se
identificaron 3 subgrupos, dos de los cuales conforman grupos ortélogos separados con



caracteristicas fisico-quimicas similares, mientras que el tercer subgrupo no posee
informacion suficiente para verificar su ancestralidad. En quinua se hallaron representantes
de los tres subgrupos de LEA 3 definidos. Para las LEA 4 se identificaron 3 subgrupos, uno
de los cuales comprendia uUnicamente especies dicotiledoneas, otro solo con
monocotiledéneas, ambos conformando grupos ortdlogos separados, y un tercer subgrupo sin
suficiente evidencia para verificar su ancestralidad. Todos los subgrupos de LEA_4 mostraron
diferencias en varias de las caracteristicas fisico-quimicas estudiadas. Un candidato de cada
grupo de LEAs fue seleccionado para realizar estudios de expresion.

El objetivo del Capitulo 3 fue caracterizar la expresion de las LEA_3 y LEA_4 en
respuesta al estrés salino.

Las LEA_3 mostraron estar presentes en plantulas de cuatro genotipos (Cahuil, BO25,
Villarrica y Sajama) y en hojas, raices y flores de plantas adultas del genotipo BO25. No se
detectaron cambios significativos en la expresién de este gen por tratamiento salino en
ninguno de los estadios de desarrollo analizados.

Las LEA 4 se encuentran presentes en plantulas y muestran una induccion bajo
tratamiento salino en tres de los cuatro genotipos estudiados. En plantas adultas en condicién
control el transcripto resultdé indetectable en hojas y raices, mientras que en flores se
encontraba presente. Se detectd una induccion de la LEA de interés en raices de plantas del
genotipo BO25 sometidas a estrés salino.

Se procedi6 con el clonado de la LEA 4 de interés para su estudio funcional mediante
expresion en sistemas heterologos, obteniendo hasta el momento la secuencia codificante de
una de sus isoformas en un vector pGEM-T Easy.

Palabras clave
Quinua - Estrés salino - Proteinas de embriogénesis tardia - Protedmica - Analisis de

expresion



Characterization of Chenopodium quinoa Willd. LEAs 4 and 5 in

response to saline stress

Abstract

Soil salinization has a devastating impact on crops, causing significant economic
losses due to reduced productivity and crop quality. Chenopodium quinoa Willd (quinoa) is a
crop native to the Andes, valued for its high nutritional value and adaptability to different
climatic conditions. One of the outstanding characteristics of quinoa is its remarkable tolerance
to abiotic stress. This has raised great interest in scientific research, since quinoa can provide
valuable genetic resources and adaptive mechanisms that can be used in crop improvement.
Plants have developed strategies and mechanisms to adapt to stress, including the synthesis
of specific proteins involved in stress tolerance such as LEAs (Late Embryogenesis Abundant)
proteins. LEAs are highly conserved and widely distributed proteins in the plant kingdom that,
despite their name, can be found in other stages of the plant life cycle and in various tissues.
They are characterized by their accumulation in response to different types of abiotic stress
and have the ability to protect plant cells against stress-induced damage, preserving the
structure and/or function of different biomolecules.

The general objective of the work was to identify LEA proteins present in C. quinoa
Willd. and to characterize candidates related to the response to saline stress and the
development of the mature seed.

The objective of Chapter 1 was to characterize the seed proteome of different quinoa
cultivars from regions with contrasting edaphoclimatic conditions. The results obtained provide
insight into the most important metabolic pathways for mature quinoa seeds. Interestingly, the
observed LEA profile suggests a role for LEA_4, LEA_5 and SMP (seed maturation protein) in
seed viability, probably related to the ability to tolerate desiccation inherent to the seed
maturation process of orthodox seeds. Sajama, Amarilla de Marangani and Narifo cultivars
presented an expression pattern of these proteins compatible with that observed in orthodox
seeds, on the contrary, the Chadmo, of Chilean origin, showed lower levels of abundance of
these same LEAs. This could reflect another distinguishing feature between the two suggested
domestication events for C. quinoa.

The objective of Chapter 2 was to identify all the LEA proteins present in the C. quinoa
genome, and to characterize the groups LEA 3 and LEA 4 structurally and phylogenetically.
A total of 43 LEA proteins were identified, distributed as follows: LEA_1 (5), LEA 2 (12), LEA 3
(5), LEA 4 (4),LEA 5 (4), LEA_6 (2) and SMPs (11). For LEA 3, 3 subgroups were identified,
two of which make up separate orthologous groups with similar physicochemical



characteristics, while the third subgroup does not have sufficient information to verify its
ancestry. In quinoa, representatives of the three subgroups of LEA_3 defined were found. For
LEA 4, 3 subgroups were identified, one of which included only dicotyledonous species,
another only with monocots, both forming separate orthologous groups, and a third subgroup
without sufficient evidence to verify their ancestry. All LEA_4 subgroups showed differences in
several of the physicochemical characteristics studied. One candidate from each group of
LEAs was selected to perform expression studies.

The objective of Chapter 3 was to characterize the expression of LEA_3 and LEA_4 in
response to salt stress.

The LEA 3 of interest was shown to be present in seedlings of four genotypes (Cahuil,
BO25, Villarica and Sajama) and in leaves, roots and flowers of adult plants of the BO25
genotype. No significant changes in the expression of this gene were detected by saline
treatment in any of the development stages analyzed.

The LEA 4 of interest is present in seedlings and show an induction under saline
treatment in three of the four genotypes studied. In adult plants in control condition, the
transcript was undetectable in leaves and roots, while it was present in flowers. An induction
of the LEA of interest was detected in roots of plants of the BO25 genotype subjected to saline
stress.

The LEA_4 of interest was cloned for its functional study by means of expression in
heterologous systems, thus far obtaining the coding sequence of one of its isoforms in a
pGEM-T Easy vector.

Keywords
Quinoa — Salt stress — Late embryogenesis abundant proteins - Proteomics —

Expression analysis
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Objetivos e hipoétesis

OBJETIVO GENERAL

Identificar proteinas LEA presentes en C. quinoa Willd. y caracterizar
candidatas relacionadas con la respuesta al estrés salino y al desarrollo de la semilla
madura.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Caracterizar el proteoma de las semillas de diferentes cultivares de C. quinoa
provenientes de regiones con condiciones edafoclimaticas contrastantes, centrandose

especificamente en las proteinas tipo LEA.

2. Identificar las proteinas LEA en el genoma de C. quinoa Willd. y analizar las

caracteristicas fisico-quimicas de cada uno de los grupos.

3. Caracterizar en profundidad la diversidad genética de las proteinas tipo
LEA 3y LEA 4y examinar su respuesta al estrés salino tanto en plantulas como en

plantas adultas de diferentes variedades de C. quinoa.

HIPOTESIS
1. Los proteomas de semillas maduras de C. quinoa provenientes de
ambientes edafoclimaticos contrastantes presentaran diferencias que estan

relacionadas con su origen.

2. La diversidad genética presente dentro de cada grupo LEA determinado
por criterios filogenéticos y dominios conservados, correlaciona con proteinas de

diferentes caracteristicas fisico-quimicas.

3. La respuesta al estrés salino de las LEAs_3 y 4 depende del genotipo

estudiado y de la etapa de desarrollo de la planta.
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Capitulo Il
Analisis bioinformatico de LEAs en C. quinoa con foco en las LEA_3 y LEA_4:
diversidad y evolucién

II.1 Introduccién
1.1.1 Diversidad de las proteinas LEA

Dentro de la familia de proteinas de embriogénesis tardia, ha habido pocos grupos que
han sido objeto de estudios detallados. Entre estos grupos, las dehidrinas han sido las
proteinas que mas atencion han recibido a lo largo de los afios. Sin embargo, se ha observado
que otras proteinas LEA pertenecientes a diferentes grupos poseen caracteristicas y
dinamicas de expresion similares a las de las dehidrinas (Cheng et al., 2002; Gu et al., 2012;
Olvera-Carrillo et al., 2010; Rorat, 2006)

Algunas publicaciones que abordaron con diferentes perspectivas la clasificacion de
las LEA lograron generar diferentes sistemas que dejan en evidencia no solo la complejidad
y dificultad de su clasificacidn, sino también de la diversidad de LEAs existentes. Si bien
algunas de ellas pueden ser identificadas consistentemente por tener, ademas de
determinadas propiedades fisico-quimicas, una secuencia conservada, otras presentan
bloques repetitivos que permiten su identificacion, pero podrian no abarcar la totalidad de su
diversidad (Battaglia et al., 2008; Dure et al., 1989; Tunnacliffe & Wise, 2007; Wise, 2003). Un
analisis exhaustivo contemplando la totalidad de las LEAs halladas en Arabidopsis thaliana
(Bies-Ethéve et al., 2008) realizan una busqueda de motivos cuyos resultados justificaban una
reclasificacion. Sin embargo, al estar el analisis limitado a las LEAs halladas en A. thaliana,

limita la aplicabilidad de los nuevos criterios propuestos a todas las especies de plantas.

El trabajo realizado por Battaglia et al. (2008) en términos de clasificacion y descripcion
proporciona una vision general importante sobre las diferencias existentes entre los diferentes
grupos de proteinas LEAs. A lo largo de los afios, otros estudios han intentado complementar
este analisis en mayor profundidad mediante la utilizacion de métodos bioinformaticos (Singh
& Graether, 2020; Tunnacliffe & Wise, 2007; Wise, 2003). Algunos de ellos permiten observar
la informacion disponible desde otra perspectiva, asociando la clasificacién a “clases”
definidas por propiedades grupales, y no por grupos con secuencias conservadas. Al mismo
tiempo, ponen un mayor foco en regiones de baja complejidad, en general ignoradas a la hora

de llevar adelante clasificaciones de proteinas (Tunnacliffe & Wise, 2007; Wise, 2003).

En cuanto al abordaje de las LEAs desde una perspectiva evolutiva, el trabajo de
Artur et al., (2019), aborda la diversificacién de los diferentes grupos de LEAs con un foco en

angiospermas. Las principales conclusiones de su trabajo incluyen un analisis profundo de

59



las LEA 1, LEA 2y dehidrinas, haciendo referencia a la diversificacidon ancestral, las
duplicaciones en tandem y el surgimiento de nuevos motivos. Por otra parte, en un analisis
sobre las LEA_4, presenta el rol de la dinamica sinténica en el enriquecimiento del grupo y
en su funcion en la tolerancia en la desecacion, al observar comunidades sinténicas
sumamente distantes que parecen no guardar relacion entre si. Sin embargo, su estudio
sobre las LEA_4 se limita a las observaciones evolutivas, y a pesar de estar incluido, no
presenta informacion relacionada con estos aspectos sobre el grupo de las LEA_3. Otro
aporte en el trabajo sobre A. thaliana (Bies-Ethéve et al., 2008), es el hallazgo de
repeticiones duplicaciones y repeticiones en tandem de LEAs de varios grupos en el
genoma, indicando que los grupos LEA_2, LEA_4 y LEA_4 poseen duplicaciones producto
de una duplicacién total del genoma (WGD), y los grupos de dehidrinas, SMPs y LEA_6 son

los unicos que presentan duplicaciones en tandem.

1.2 Las LEA 4y LEA_3

Hoy dia una de las clasificaciones mas utilizadas es la de Pfam (Mistry et al., 2021)
gue mediante modelos ocultos de Markov (HMM) desarrollados a partir de secuencias curadas
logra identificar proteinas correspondientes a cada grupo. Con fines practicos nos referiremos
a las proteinas de interés de este trabajo como LEA 4 y LEA 3 haciendo uso de la

clasificacion segun Pfam.

Las proteinas LEA 3 (PF003242) poseen cierta variacion en la nomenclatura utilizada
para su clasificacion en la bibliografia, dificultando el analisis de los datos experimentales
obtenidos por distintos grupos de investigacion. Su actual clasificacion corresponde con una
subclasificacion segun la clasificacion de Battaglia (2008) y se las denomina LEA 5B y
corresponde a las D-73 segun Dure (Dure et al., 1989), mientras que Bies-Etheve (2008) las
incluye en el grupo que denomina grupo 6. Otros nombres que pueden atribuirse estas
proteinas es el de AtD121, Sag21 y lea5. Al mismo tiempo poseen una expresion vinculada a
sequia, luz UV, salinidad, frio y heridas (Kim et al., 2005; Kiyosue et al., 1992; Maitra &
Cushman, 1994; Park et al., 2003; Stacy et al., 1999; Zegzouti et al., 1997). Su clasificacion
en Pfam incluye una secuencia conservada asociada de 93 aminoacidos, aunque solo ciertas
secciones de la misma presentan altos niveles de conservacion en el HMM, llamando la

atencion la conservacion de un residuo triptéfano en la posicion 65 del mismo.

Las proteinas correspondientes al grupo 4 (PF002987), por su parte, cuentan con una
secuencia de 44 aminoacidos con alto grado de conservacion
(KDYAAEKAKEAKDATAEKAGEYKDYAAEKAGEAKDAKAAEKAG), que inicialmente era
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considerado una repeticion de una secuencia de 11 aminoacidos que se utiliza para
identificacion mediante alineamientos. Este grupo segun Pfam se corresponde con el llamado
grupo de las LEA 3, con los grupos D-7 y D-29 segun las primeras clasificaciones o ECP63,
PAP240 y PM27 por sus nombres comunes (Battaglia et al., 2008; Bies-Ethéve et al., 2008).
A su vez, algunos autores como Battaglia (2008) proponen una subclasificacion del grupo en
al menos dos grupos dadas algunas variantes en el motivo de 11 aminoacidos mencionado.
En este trabajo se abordara mas adelante la posible subclasificacion de las LEA_4 en detalle
basandonos en la validacion de nuevos motivos para identificar diferentes LEAs de este grupo
y sus implicancias evolutivas. Este grupo de LEAs fue vinculado con la estabilizacion de
actividad enzimatica en pruebas in vitro (Goyal et al., 2005; Grelet et al., 2005; Nakayama et
al., 2008; Reyes et al., 2005) y con la tolerancia a estrés abidtico en organismos bacterianos,
algas y nematodos (Furuki et al., 2012; Honjoh et al., 2000; Yu et al., 2005; L. Zhang et al.,
2000), y existe evidencia de la interaccion proteina-proteina para algunas integrantes de este
grupo (Dirk et al., 2020).

Algunos de los estudios que involucran el analisis de expresién de LEAs en diferentes
tejidos y bajo diferentes estreses reportan la deteccion de LEA 3y LEA 4 en semillas, raices,
tallos hojas y flores de A. thaliana, Carica papaya y Solanum tuberosum, asi como su
induccién bajo tratamiento salino, por sequia o de bajas temperaturas (Bies-Ethéve et al.,
2008; Y. Chen et al., 2019; Hundertmark & Hincha, 2008; Z. Zou et al., 2022). En algunos
casos, como el de C. papaya, la induccion mas importante se detecta en LEAs del grupo
LEA 4 en raices de plantas sometidas a estrés por sequia y en hojas de plantas sometidas a

estrés salino (Z. Zou et al., 2022).
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1.2 Materiales y Métodos
11.2.1 Obtencion de secuencias de interés

Para obtener las secuencias de trabajo se utiliz6 como referencia el seed o conjunto
de secuencias consenso alineadas que provee Pfam (Mistry et al., 2021) para la identificacion

de las proteinas de interés.

Las busquedas iniciales fueron realizadas utilizando la base de datos de proteinas de
NCBI (Sayers et al., 2022) y Phytozome (Goodstein et al., 2012). Los resultados de las
busquedas para cada especie fueron utilizados para obtener ademas informacién como:
identificador taxonémico de NCBI (taxid), accesion de proteina y su secuencia, accesion de

mensajero y su secuencia.

Las secuencias obtenidas fueron filtradas utilizando nuevamente HMMScan (Potter et
al., 2018), que permite asociar secuencias proteicas a dominios, familias o grupos de
proteinas. Se prepard un set de datos exclusivo compuesto solo por aquellas accesiones que

se asociaron automaticamente con el grupo de interés (LEA_3 o LEA_4 segun Pfam).

Este procedimiento fue aplicado para la totalidad de las secuencias obtenidas de las
especies seleccionadas para el analisis con el objetivo de evitar utilizar secuencias que
podrian asociarse espuriamente con el grupo de interés a la hora de buscar motivos y

caracterizar fisico-quimicamente los grupos.

1.2.2 Analisis fisico-quimico de las secuencias de interés

Se utilizaron las secuencias curadas para obtener informacion fisico-quimica sobre las
mismas. Se extrajo la masa tedrica (MW), punto isoeléctrico (pl), indice de hidrofobicidad
(GRAVY) mediante el uso de un script escrito para Python (ver. 3.1) que utiliza un API de
Expasy ProtParam (Gasteiger et al., 2005) y puede ser hallado en el Anexo I. Informacion
relacionada con la formacion de diferentes estructuras secundarias fue obtenida mediante el
uso de FELLS (Piovesan et al., 2017). Finalmente se escribioé un script de Python (Anexo )
para obtener los indices de plegamiento de las proteinas de interés mediante Fold Index
(Prilusky et al., 2005). La estadistica fue realizada mediante pruebas de ANOVA de un factor
0 pruebas no-paramétricas de Kruskal-Wallis, dependiendo de los supuestos cumplidos por
los datos. El cédigo utilizado para el procesamiento de las secuencias puede encontrarse en

el Anexo I.
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11.2.3 Busqueda de secuencias conservadas mediante MEME suite.

La herramienta MEME de la suite de herramientas de MEME (Bailey & Elkan, 1994)
fue utilizada para realizar busquedas que hallaran cualquier numero de repeticiones (Any
number of repeats) de secuencias proteicas con longitudes variando entre 15 y 80
aminoacidos sobre la totalidad de las secuencias obtenidas luego del su procesamiento para
un maximo de 10 secuencias conservadas (MEMEs). Al mismo tiempo, la misma suite incluye
la herramienta Motif alignment & search tool (MAST) que permite comparar los motivos

hallados entre si y observar su distribucion en las secuencias utilizadas para la busqueda.

1.2.4 Alineamientos y construccion de arboles

Los alineamientos necesarios fueron realizados utilizando MAFFT (Multiple aligments
using Fast Fourier Transform) de EMBL (Bateman et al., 2021), ClustalW (Madeira et al., 2022)
o MUSCLE (Edgar, 2004) dependiendo de los objetivos de alineamiento. Se construyeron
arboles a partir de las secuencias obtenidas utilizando el mejor modelo segun MEGA (Tamura
K, Stecher G, and Kumar S 2021) y se utilizaron los servicios de PhyML (Guindon et al., 2010),
NGPhylogeny.fr (Lemoine et al., 2019) utilizando alineamientos MAFFT de las secuencias
provistas y graficados utilizando iTOL (Letunic & Bork, 2021) mediante arboles Newick y los
resultados de MEME.

11.2.5 Analisis manual de microsintenia

Luego de analizar los arboles, se seleccionaron especies a base a su diversidad de
secuencias y taxonomia. Se obtuvo evidencia del contexto genético visualizando y analizando
las tablas de genes de cada una de las accesiones de interés. Comparando las anotaciones

de NCBI para estos genes se identificaron pares sinténicos.
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1.3 Resultados

11.3.1 Construccion de las bases de secuencias curadas para las bases de datos de
LEAs

Se realiz6 una busqueda por alineamiento local (BLASTp) utilizando el conjunto de
secuencias de Pfam usadas para construir los modelos ocultos de Markov correspondientes
a cada grupo de LEAs en la base de datos del NCBI. Se analizaron las secuencias proteicas
anotadas para los genomas de distintas especies representativas del clado Viridiplantae. Con
el objetivo de filtrar las secuencias, se las sometié a una busqueda contra bases de datos de
motivos conservados utilizando el puntaje minimo requerido por Pfam como umbral de
deteccion para cada uno de los grupos de interés mediante la herramienta HMMscan. Esta
metodologia asegura que las secuencias contenidas pertenecen efectivamente a los grupos
de interés con mayor confianza que elegir una linea de corte estadistica arbitraria, que podria
derivar en una base de secuencias conteniendo falsos positivos. Se removieron duplicados
para evitar enriquecimiento de secuencias que pudieran alterar los resultados del analisis.
Archivos FASTA para cada uno de estos pasos fueron almacenados para futura referencia. El
FASTA final, conteniendo las proteinas de interés fue utilizado para todos los analisis

descriptos a continuacion.

11.3.2 Caracteristicas fisico-quimicas de las LEAs de C. quinoa

Utilizando los seeds de cada grupo de LEAs disponible en Pfam se obtuvieron
secuencias pertenecientes exclusivamente a la base de datos de proteinas de C. quinoa
(taxid: 63459) de NCBI. Un arbol ilustrando las 43 accesiones de proteinas LEA identificadas
en quinua y su distribucion en grupos puede observarse en la Figura Il.1. Las mismas
secuencias utilizadas para ensamblar este arbol fueron utilizadas para realizar un analisis de

los parametros fisico-quimicos de cada proteina (Tabla I1.1)

Al evaluar cada grupo y sus caracteristicas fisico-quimicas (Tabla Il.1) hallamos que el
grupo de las LEA_2 es el que cuenta con mayor niumero de representantes (12) seguido por
el de las SMPs (11). El grupo de las LEA_6 posee solo dos representantes. El tamano de las
proteinas es variable entre grupos abarcando un rango entre 79 (proteina mas pequena del
grupo LEA 1) y 498 aminoacidos (proteina de mayor tamano del grupo LEA 4), con pesos
tedricos de 8,95 (LEA _5) a 53,52 kDa (LEA 4). Las proteinas de mayor peso y tamafo se

encuentran en el grupo de las LEA 4.
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Tree scale: 1 ———— LEA 6 XP 021735020-1
LEA 6 XP 021714413-1

LEA 1 XP 021770377-1
100 | LEA 1 XP 021722023-1

a7 LEA 1 XP 021754979-1
T'j[ LEA 1 XP 021765668-1

96 LEA 1 XP 021768170-1

| LEA 3 XP 021751213-1
100 L LEA 3 XP 021750927-1

75 LEA 3 XP 021761776-1
o ﬂ LEA 3 XP 021763205-1
75 LEA 3 XP 021722344-1

LEA 2 XP 021716736-1

T[ LEA 2 XP 021716342-1

o LEA 2 XP 021715674-1

100 LEA 2 XP 021720549-1

L 100 LEA 2 XP 021766575-1

15 o1 100 [ LEA 2 XP 021765818-1

LEA 2 XP 021752323-1

T{ LEA 2 XP 021774726-1

5 LEA 2 XP 021748317-1

100! LEA 2 XP 021767152-1

98 LEA 2 XP 021748318-1

7 LEA 2 XP 021767153-1

LEA 4 XP 021756956-1

LEA 4 XP 021743171-1
LEA 4 XP 021737795-1
LEA 4 XP 021737796-1
LEAS XP 021768105-1
LEAS XP 021765473-1
LEAS XP 021769542-1
LEAS XP 021744729-1
SMP XP 021716898-1
SMP XP 021776094-1
SMP XP 021771823-1
SMP XP 021742813-1
SMP XP 021764266-1
SMP XP 021764401-1
SMP XP 021762676-1
SMP XP 021762726-1
SMP XP 021764404-1
SMP XP 021764400-1
SMP XP 021762725-1

Figura 1.1 Arbol construido a partir de todas las secuencias de proteinas LEA (grupos 1 a 6 y SMP)
halladas en C. quinoa. Se utilizaron diferentes colores para agrupar LEAs de cada grupo. Arbol de

maxima verosimilitud construido a partir de un alineamiento mediante MAFFT. Bootstrap n = 100.

Los grupos LEA del 1 al 4 estan formados por proteinas que abarcan rangos de pl tanto
acidos como basicos, mientras que los grupos LEA_5, LEA_6 y SMP poseen pls acidos (Tabla
[I.1, Figura 11.2). Al evaluar sus indices de hidropaticidad (GRAVY), se observa que todos los
grupos presentan valores negativos. Las proteinas del grupo LEA 5 poseen los indices
GRAVY mas bajos, indicando que estas proteinas poseen una mayor afinidad por el agua que
otros grupos, mientras que el grupo de las LEA_2 cuenta con el indice de mayor valor.
Finalmente, los valores de indice de plegamiento (Fold Index) indican que solo los grupos
LEA 2, SMP y algunas LEA_3 poseen un indice positivo, aunque pequeno, que dificiimente
justifica la formaciéon de una estructura globular. El resto de los grupos posee indices
negativos, siendo los mas bajos los de las proteinas LEA 5y LEA_6, caracteristica propia de
las IDPs.
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Graficando la distribucion de los datos para cada grupo y sus parametros fisico-quimicos
(Figura 11.2), se puede observar que el grupo de las LEA_3 posee una distribucion bimodal del
indice de todos los parametros analizados (plegamiento, GRAVY, pl y masa tedrica). Esto
sugiere que dentro del grupo de las LEA_3 podrian existir dos subgrupos con caracteristicas
diferenciales en cuanto a su secuencia y posible estructura, ya que mas alla de su tamafio,
los indices de plegamiento e hidropaticidad alto de tres de las accesiones (XP_021761776.1,
XP_021722344.1, XP_021763205.1) podria estar indicando que se trata de proteinas con

mayor componente hidrofébico que las demas.

El grupo de las LEA_4 posee un indice GRAVY y Fold Index homogéneo, con un puntaje
promedio de -1,04 y -0,08 en promedio, respectivamente. Sin embargo, los pls y las masas
poseen distribucion bimodal (Figura 11.2), nuevamente sugiriendo, aunque con menor fuerza,

la posibilidad de que existan subgrupos dentro de las LEA_4 de C. quinoa.

Tabla 1.1 Resumen de caracteristicas fisico-quimicas de las proteinas LEA halladas en C. quinoa y
filtradas segun el umbral de identificacion por defecto de Pfam. Se presentan los datos ordenados por
grupo. Se indica el nimero de secuencias encontradas y los maximos, minimos y promedios de masa
molecular (MW) en kDa, numero de aminoacidos (Naa), punto isoeléctrico (pl) e indice GRAVY. Se
agrego un gradiente de color rojo-blanco-verde en cada columna donde el rojo indica los valores mas

pequefios, blanco los intermedios y verde los mayores.

MW (kDa) Naa pl GRAVY

Grupo |N.2 | Min X Max | Min X Max | Min X Max | Min X Max

LEA 1 |5 - 14.28 | 18.87 143 | 185 9.52 | -1.18 | -0.93 | -0.79
LEA 2 |12 | 17.88 | 24.17 | 36.17 | 159 | 217 | 324 | 4.73 | 6.80 | 9.54

LEA_3 |5 9.97 | 12.89 | 17.33 | 93 | 113 | 148 8.25 -1.09 | -0.65

LEA_4 |4 5.29 | 7.05 | 8.44 | -1.10 | -1.04 | -1.01
LEA 5 |4 10.72 | 1243 | &4 114 | 5.77 | 5.94 | 6.16

LEA_6 |2 87 -1.18 | -1.18 | -1.17
SMP 11 | 15.07 | 23.87 | 30.69 | 146 | 230 | 290 6.33 -0.22

Los analisis de estructuras secundarias presentes en las secuencias de las LEA de quinua
indican que la mayoria posee una gran componente de giros (coils), siendo también
importante la proporcion de posibles a-hélices (Figura 11.3). El grupo de las LEA_2 es el que

mayor representacion de hojas plegadas-3 posee.

Dentro de los grupos de interés, se destaca que LEA_3 poseen predicciones estructurales

para a-hélice que apenas superan el 50% de los aminoacidos involucrados e inclusive poseen
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una pequefa fraccién vinculada con la estructura de hojas plegadas-3, pero aproximadamente
el 50% de todas las proteinas analizadas estaria compuesto por coils, sugiriendo un mayor

grado de desorden.
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Figura 1.2 Graficos de violin de masa molecular (PM), punto isoeléctrico (pl), indice de hidrofobicidad
(GRAVY) y de plegamiento (Foldindex) para los grupos de LEAs de C. quinoa analizados. En cada

caso se ilustro la distribucion de los grupos para cada parametro por separado.

Las proteinas correspondientes a las LEA 4, por su parte, poseen una gran cantidad de
aminoacidos vinculados con estructuras secundarias de a-hélice. Esta informacion se ve
respaldada por bibliografia que sugiere que, en determinadas condiciones, la proteina
adquiere una estructura tridimensional que contempla a-hélices que en general no presenta
cuando se encuentra en condiciones normales (Knox-Brown et al., 2020 y citas). En el caso
de C. quinoa, las predicciones para esta estructura oscilan entre el 60 y 70% para todas las

accesiones con la excepcién de una accesion que alcanza el 90% de aminoacidos asociados

con la misma.
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XP_021762726.1
XP_021764404.1
XP_021771823.1
XP_021742813.1
XP_021764401.1
XP_021716898.1
XP_021762725.1
XP_021776094.1
XP_021764266.1
XP_021762676.1
XP_021764400.1
XP_021735020.1
XP_021714413.1
XP_021765473.1 I ]
XP_021768105.1 | ]
XP_021769542.1 I | ]
XP_021744729.1 I | ]
XP_021756956.1
XP_021743171.1 I | ]
XP_021737796.1 I ]
XP_021737795.1 I | ]
XP_021761776.1
XP_021763205.1
XP_021722344 1
XP_021751213.1
XP_021750927.1
XP_021715674.1
XP_021767152.1
XP_021716342.1
XP_021748318.1
XP_021748317 1
XP_021767153.1
XP_021720549.1
XP_021716736.1
XP_021765818.1
XP_021766575.1
XP_021752323.1
XP_021774726.1
XP_021754979.1
XP_021765668.1
XP_021768170.1
XP_021722023.1
XP_021770377 1
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LEA 5

LEA 4

LEA 3

LEA 2

LEA 1

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
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Figura Il.3 Grafico de barras indicando el porcentaje de aminoacidos asociados a diferentes estructuras
secundarias de las proteinas LEA de C. quinoa. Las proteinas se clasificaron por grupo de LEA y se
proveen las accesiones de cada una de ellas. Leyenda: %aH, porcentaje de a-hélice; %Hb, porcentaje

de hoja plegada-B; %C, porcentaje de coils (giros).
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Las predicciones de desorden (Figura 11.4) situan a los grupos LEA 5y LEA 6 como los
mas propensos al desorden. Grupos como LEA 2, LEA 3 y SMPs presentan variabilidad en
las predicciones de desorden, mientras que las LEA 4 y las LEA_1 parecen ser grupos mas
homogéneos. Las LEA 4 tienen una prediccion de alrededor del 70% de desorden, y las

LEA_3 varian entre un 10 y un 55% aproximadamente.

Vale la pena remarcar que se puede apreciar una relacion entre los valores del GRAVY y
las predicciones de desorden de las LEA. Los grupos LEA 5y LEA_6, ademas de poseer los
valores mas altos de desorden, también poseen los valores mas bajos de GRAVY. Lo opuesto
es valido para las LEAs del grupo LEA_2, que poseen los menores valores de desorden y los

mayores valores de GRAVY.
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Figura Il.4 Porcentaje de aminoacidos vinculados a estructuras desordenadas en las proteinas LEA de

C. quinoa. Las proteinas se clasificaron por grupo y se proveen las accesiones de cada una de ellas.
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11.3.3 Andlisis de las LEA_3

1.3.3.1 Busqueda de motivos conservados en las LEA_3

Utilizando la metodologia descripta para la busqueda de secuencias LEA en C. quinoa
Willd. Se obtuvieron secuencias correspondientes a LEAs del grupo LEA 3 de distintas
especies de plantas representativas del clado Viridiplantae, con un foco en Angiospermas.
Estas secuencias fueron sometidas a una busqueda de motivos conservados utilizando el
software MEME suite (del inglés, Multiple Em for Motif Elicitation). El software MEME Suite es
una coleccion de herramientas y algoritmos utilizados para el descubrimiento y analisis de
motivos de secuencia en ADN, ARN y proteinas. Se basa en métodos estadisticos y de
aprendizaje automatico y proporciona informacién sobre la posicion, frecuencia y
caracteristicas especificas de los motivos conservados. Cada uno de los motivos que entrega
el MEME Suite se denomina "motivo MEME". Estos motivos son de gran importancia en la
investigacion bioldgica, ya que pueden revelar informacién sobre la estructura, funcion y
regulaciéon de las moléculas bioldgicas, ya que pueden ser indicativos de regiones funcionales

o reguladoras. La Figura I1.5 A presenta un resumen del resultado de este analisis.

Las primeras observaciones indican que de los 10 MEMEs buscados solo cuatro (1, 2,
3 y 5) poseen una distribucién que abarca varios grupos taxonémicos de interés sugiriendo
patrones conservados a lo largo de la evolucion de las plantas. El resto de los MEMEs posee

distribuciones limitadas a un solo grupo taxonémico o inclusive a una sola especie.

De las 229 secuencias identificadas en las especies seleccionadas para el estudio,
212 poseen el MEME 1 (WVPDPVTGYYRPENRANEIDAAELRAMLL), algunas de ellas (un
total de 5) parecen poseer dos repeticiones de este motivo, aunque lo normal es encontrar
este MEME una vez por secuencia, al igual que para el resto de los MEMEs hallados en este
grupo. EI MEME 1 contiene una de las regiones mas comunes y conservadas que se utiliza
para identificar proteinas que pertenecen al grupo LEA_3 y que en este trabajo llamamos W
(Figura 11.5 A 'y B). Unas pocas secuencias presentan en lugar de este MEME el MEME 5
(WVPHPRTGIYFPEGHEWVMDDVPEGAASL), cuya similitud con el MEME 1 es evidente,
pero muestra diferencias en la conservacién de residuos en toda su extension y al que

denominamos W’ (Figura 1.5 Ay B).
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Figura I1.5. Resultados del analisis de las secuencias conservadas en LEA 3. A. Resultado de MEME
y MAST mostrando: modelo de Markov para cada MEME hallado, nombre asignado, color asignado, E-
valor, numero de ocurrencias (N), tamafo del MEME (T) y matriz de similitud comparando los MEMEs
de interés. B. Regiones conservadas identificadas dentro de los MEMEs. C. Distribucién de los MEMEs
hallados en los grupos taxonomicos representados en el andlisis. Signos de exclamacion (!), indican
que los motivos son exclusivos de Poaceas. Asterisco (*), indica que el motivo fue hallado
exclusivamente en Kalanchoe laxiflora. Diamante (¢) Indicando que el motivo pertenece exclusivamente
a Caryophyllales. D. Arquitecturas halladas en el analisis MEME y MAST. La leyenda de colores en la

parte inferior corresponde a los colores utilizados en las figuras A, C y D.

72



También se puede apreciar que la region C-terminal del MEME 2 es idéntica a la
secuencia observada en el MEME 3, siendo la diferencia entre ambas, una secuencia
conservada en el MEME 2 que llamaremos S, por su secuencia conservada (SALVAD) que
se indica en la Figura 11.5 B. La region que poseen en comun (RRGYAAA), que nhombramos
R, también es una region muy conservada dentro de las LEA_3 de angiospermas. Es aparente
que las secuencias conservadas S y R se encuentran enriquecidas diferencialmente en el
conjunto de secuencias analizadas. El resto de los MEMEs no compartia similitudes o

posiciones que indicaran una superposicion que precisara removerles del analisis.

11.3.3.2 Distribucion taxonémica de los motivos hallados

Analizando la distribucién de los motivos en las especies estudiadas (Figura 1.5 C)
detectamos que el motivo W (MEME 1, rojo) es comun a todos los grupos taxondmicos
involucrados en el analisis. En S. moellendorffii (Lycophyta), se da la aparicién del motivo W’
en varias secuencias. Las angiospermas basales, A. trichopoda y N. colorata, muestran la
presencia de los motivos Sy R (MEMEs 2, celeste y 3, verde). En monocotiledéneas, podemos
observar la presencia del motivo W, R y W’, aunque el analisis por MAST no indica que este
grupo contenga el MEME 2 (correspondiente con los motivos S y R en conjunto), es posible
que entre ellas se encuentren secuencias que poseen un proto-motivo S. Finalmente las
dicotiledoneas presentan todos los motivos de interés (W, S, R y W’) distribuidos entre las
secuencias estudiadas. EL MEME 7 (verde oscuro) fue hallado exclusivamente en Kalanchoe
laxiflora, y el MEME 8 (rosa) corresponde a una region N-terminal hallada unicamente en C.

guinoa y B. vulgaris, ambas pertenecientes a la familia Amaranthaceae. .

Las arquitecturas observadas se pueden reducir a 3 grupos de interés (Figura I1.5 D)
definidos por la combinacion de motivos presentes: S, R, W y/o W’. Cabe aclarar que las
secuencias que presentan motivos W’ carecen de otros motivos caracteristicos. Si bien
parecia haber una excepcion a esta regla en dos secuencias de Selaginella moellendorffii,
donde MEME indica la presencia del motivo R, la observacién de las secuencias individuales
no permite distinguir que se trate de una identificacion confiable del motivo y los e-valores
correspondientes a los alineamientos son los de los mas bajos en comparacion al resto de las
secuencias. Aquellas secuencias que presentan el motivo W pueden carecer o no del motivo
R. Por otra parte, las secuencias que presentan el motivo S, siempre poseen los motivo Ry
W. Finalmente, las secuencias que presentan el motivo W’ no responden a un ordenamiento

taxondmico, habiendo sido encontradas en licofitas, monocotiledéneas y dicotiledéneas.
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11.3.3.3 Anadlisis filogenético y microsinténico

La sintenia se refiere a la conservacion de la organizacion y disposicion relativa de
genes o secuencias geneéticas a lo largo de diferentes especies o linajes evolutivos (los
llamaremos marcadores genéticos). Especifica la co-localizacion fisica de genes o secuencias
en el mismo cromosoma o en regiones cromosdmicas cercanas. La sintenia puede observarse
en diferentes niveles, desde pequefias regiones gendmicas (microsintenia) hasta genomas
completos. La conservacion de la sintenia entre especies sugiere que las secuencias o genes
involucrados tienen una funcion importante o estan sujetos a restricciones evolutivas que
mantienen su organizacion espacial relativa. El estudio de la sintenia proporciona informacion
valiosa sobre la evolucion genémica y la relacion funcional entre genes y secuencias en
diferentes organismos. La naturaleza modular y repetitiva de las proteinas LEAs acota las
conclusiones que puede derivarse de la construccion de un arbol filogenético debido a que los
alineamientos de secuencia por homologia no son extensos. En este caso complementar el
estudio con un analisis de microsintenia refuerza las conclusiones que se puedan obtener en

referencia a la historia evolutiva de las LEAs.

Al estudiar comparativamente la totalidad de las secuencias analizadas mediante la
construccion de arboles, detectamos a grandes rasgos tres subgrupos con motivos diferentes
dentro del grupo de las LEA 3 (Figura I1.6). En particular, aquellas secuencias que presentan
el MEME 3 (que contiene el motivo R, pero no el S), tienen mayor tendencia a agruparse que
aquellas que si presentan el motivo S (Figura 11.6 MEME 2, celeste). Las secuencias con el
motivo W’ forman dos grupos, uno incluyendo unicamente dos secuencias de S. moellendorffii
y otro conteniendo el resto de las secuencias y mas alejado del resto (Figura 11.6.; MEME 1,

rojo).
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Figura 11.6 Arbol de la totalidad de las secuencias halladas y curadas mediante la busqueda con las
secuencias seed que componen el HMM de LEA_3 segun Pfam y su analisis mediante MEME-suite.

Se incluyen los resultados graficos de los motivos hallados por MEME-suite junto a su accesion

f%f I \\
I W \ H————
/// ,,,”” I \\\\\\\\\ .

correspondiente. Los taxones de las secuencias con arquitecturas similares fueron coloreados. La
leyenda presenta, en orden, los MEMEs con su color representativo en las arquitecturas presentadas
en el arbol. Valores estadisticos de cada rama utilizando aLRT se presentan en las ramas. La escala

de distancia del arbol se encuentra en la parte superior izquierda. La leyenda para las secuencias

utilizadas puede encontrarse en el Anexo Il1.1.
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Se separaron las secuencias en aquellas que presentan los motivos R y W (grupo
RW), aquellas que presentan el motivo S (SRW) y aquellas que presentan solamente el motivo
W’ y se estudiaron los parametros fisicoquimicos de todos los grupos en busca de posibles
caracteristicas diferenciales entre los mismos (Figura 11.7) que justificaran las observaciones

iniciales realizadas sobre las LEA 3 de C. quinoa.
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Figurall.7. Caracteristicas fisicoquimicas de los subgrupos de LEA 3 discriminados Graficos para peso
tedrico (PM), punto isoeléctrico (pl), indice de hidrofobicidad (GRAVY), indice de plegamiento
(FoldIndex), porcentaje de aminoacidos asociados a a-hélices, giros y desorden y porcentaje de glicinas
en las secuencias. Cada punto representa una de las proteinas utilizadas para el andlisis, la raya
horizontal en cada columna representa el promedio. Las barras de error representan el desvio estandar

(SD). *, p<0,05; **, p< 0,01, **, p <0,001, ****, p <0,0001.

Los datos indican inicialmente que no existe una diferencia significativa en las
caracteristicas de los grupos SRW y RW. Sin embargo, estos difieren significativamente de
las secuencias que presentan el motivo W’ en varios parametros. Aunque con pocos
representantes, las secuencias que presentan el motivo W’ son de tamano significativamente
mayor que las de los otros grupos, presentan un punto isoeléctrico menor (X = 7,21) y un
indice de hidrofobicidad (GRAVY) menor, que sugiere una proteina mas soluble. Al mismo
tiempo el indice de plegamiento es menor que el de los otros grupos, lo que sugiere que se

trata de proteinas de estructura mas desordenada que los grupos SRW y RW. Reforzando
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este resultado, los analisis por medio de FELLS, que predicen el porcentaje de aminoacidos
vinculados con posibles estructuras secundarias, indican que el grupo W’ posee en promedio
una cantidad significativamente menor de aminoacidos vinculados a a-hélices, y una mayor
cantidad de aminoacidos vinculados a coils o giros, dando en consecuencia una proteina con
un mayor grado de desorden. Finalmente, al evaluar la presencia de glicina, un aminoacido

comun en las hidrofilinas como las LEAs, no se detectaron diferencias significativas.

La informacion obtenida, en conjunto, sugiere la posibilidad de que existen al menos
dos subgrupos dentro de las LEA 3 que, si bien pueden ser identificados mediante los criterios
de Pfam, presentan regiones conservadas diferentes en su regién N-terminal (R o SR), y un
tercer grupo con motivo candnico de las LEA_3 (W) ligeramente modificado y sin ningun otro
motivo caracteristico acompanandole, cuyo origen evolutivo es desconocido hasta el

momento.

Una seleccién de especies abarcando angiospermas basales, monocotiledoneas y
dicotileddneas que incluyen secuencias de todos los subgrupos identificados (SRW, RW y W’)
fue utilizada para realizar un analisis microsinténico con el objetivo de identificar posibles
origenes evolutivos de cada uno de los subgrupos. Estudiando marcadores conservados en
el contexto gendémico de cada una de las secuencias se obtuvo el resultado observado en la

Figura Il.8.

Uno de los primeros hallazgos surgié de una comparacion realizada entre las
anotaciones presentes en NCBI y Phytozome para las LEA_3 de Amborella trichopoda. Se
trata de una duplicacion en tandem que figura en las bases de Phytozome, pero no en NCBI.
Inicialmente se sospechdé que tal duplicacion podria tratarse de un error de anotacion. Esta
hipotesis fue rapidamente descartada cuando se observaron otros eventos de duplicaciéon en
otras especies analizadas (Figura I1.8 A) tanto en NCBI como en Phytozome. Aun mas,
aquellas LEAs que se hallaron en tdndem compartian marcadores de sintenia con otras donde
ocurria el mismo evento. Esto dio indicios de que se trata de un grupo ortélogo que llamaremos
LEA_3A (SRW), donde la duplicacién ocurrié en un ancestro comun previo a las angiospermas
basales. En N. colorata, dos de las secuencias identificadas presentan en la region N-terminal
una secuencia que guarda un alto grado de similitud con el motivo S (SAASEL y SAVSDL).
Esta observacion se repite en Medicago truncatula, donde dos de las secuencias identificadas
y que poseen marcadores en comun con este grupo, presentan un proto-motivo similar al S
(SAVVLE). Cabe remarcar que una tercera secuencia de M. truncatula presenta el conjunto
de motivos SRW, pero que no presenta marcadores que hayan sido encontrados en A.
trichopoda, aunque si presente algunos en comun con las observadas en Sorghum bicolor

(Sbicol y Sbicol2). Dos de las secuencias LEAs identificadas en C. quinoa corresponden a
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este grupo (LEA _3A) segun los marcadores presentes, pero no se detectaron duplicaciones

en tandem.
[=]
©
= E
A = = - x B
m © <« < 5| =
< w0 = o ™ c B
s o S | I =1 @
2 o g § § @ &
D 7] < | - S o S R w
Atrich ] [ ] Atrich @ @
Atrich3 ] ® Atrich3 @ @ ®
Ncolor o Ncolor @
Ncolor2 L ] Ncolor2 @
Sbhicol o ] Sbicol @ ® @
Sbicol2 [ @ Sbicol2 @ ®
Mtrunc o ® Mtrunc @ ®
Mtrunc3 [ ] [ ] Mtrunc3 ® @
Cquino3 & Cquino3 @ [ @
Cquino4 ) Cquino4 @ @ ®
‘h_-
o™
c "z" S o m o D
@ = | N )
o £ I 4 2
w < 4 © w S R w
Atrich2 ® Atrich2 @ &
Ncolor3 o Ncolor3 @ &)
Shicol3 [ Sbicol3 @ L]
Sbicol4 ] Sbicol4 @ o ]
Mtrunc2 ® Mtrunc2 @ ] &
Cquino ® Cquino @ [ 2

Figura I1.8. Marcadores microsinténicos conservados de secuencias seleccionadas de LEA 3. Ay C.
Conservacion de marcadores microsinténicos para los grupos ortélogos hallados. Se utiliza el orden de
marcadores observado en Amborella trichopoda, aunque el mismo puede variar en otras especies. By
D. Identificacién de motivos conservados S, Ry W para las secuencias observadas en los graficos Ay
C, respectivamente. Se indica presencia del motivo con verde, proto-motivos con amarillo y ausencias
con rojo. U1snrA, U1 small nuclear ribonucleoprotein A; SEC15B, exocyst complex component
SEC15B; At5g01610, uncharacterized protein At5g01610-like; LEA_3A, late embryogenesis abundant
protein; LEA_3A dup, duplicacion en tandem de LEA 3A; malignant, malignant T-cell-amplified
sequence 1 homolog; caffeoilshikimato, caffeoylshikimate esterase; E3 RNF217, E3 ubiquitin-protein
ligase RNF217; AT-rich, AT-rich interactive domain-containing protein 4; elF-2B, translation initiation
factor elF-2B subunit alpha; FAB1B, 1-phosphatidylinositol-3-phosphate 5-kinase FAB1B. La leyenda

para las secuencias de LEA_3 utilizadas puede encontrarse en el Anexo Il1.1.
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El segundo conjunto de secuencias muestra las relaciones entre las secuencias que
presentan los motivos R y W. Los marcadores observados permiten asumir que existe un
segundo grupo de ortdlogos que llamaremos LEA_3B (RW). Ninguna de las secuencias que
se correspondieron con este grupo de ortélogos presento la secuencia conservada S. Una de

las secuencias identificadas en quinua corresponde a este grupo ortélogo.

Finalmente, pero no menos importante, aquellas secuencias que mostraron la
presencia del motivo W’ no poseen marcadores en comun con ninguno de los otros grupos
ortologos, y la evidencia de marcadores que las vincula entre si es débil. Para este conjunto
que llamamos LEA_3C (W’), una de las especies evaluadas, Vitis vinifera, posee una
duplicacion en tandem de las dos accesiones que posee con este motivo. Esta evidencia
sugiere que la duplicacién en tdandem puede no estar limitada a las LEA_3A, sino que pudo
haber ocurrido antes de que los grupos A y C se diferenciaran. Dos de las secuencias

identificadas en quinua corresponden a este grupo ortélogo.

1.3.4 Andlisis de las LEA_4

11.3.4.1 Busqueda de motivos conservados en las LEA_4 y su distribucion

Utilizando las mismas metodologias que para LEA_3 se analizaron las secuencias
obtenidas y curadas de LEA_4. El analisis de MEME arroja los resultados visibles en la Figura
[1.9. El motivo de mayor representacion (MEME 1, rojo) corresponde con el motivo canénico
de identificacion de las LEAs de este grupo. Al mismo tiempo, los analisis de MAST indican
que los MEMEs 3 y 7 tienen un alto grado de similitud con el MEME 1. Estos MEMEs se
distribuyen homogéneamente entre todas las secuencias estudiadas, por lo que se los
considera comunes a todas las secuencias LEA 4 y suelen ocupar la region central de la

secuencia ordenandose en bloques repetitivos.

Entre los motivos restantes, se destacan motivos N-terminales y C-terminales que
parecen variar entre las LEA 4. Los MEMEs 5 y/o 9 suelen formar parte de la regién N-
terminal de las secuencias estudiadas, a veces acompafiados por el MEME 2. El MEME 5 se
presenta por primera vez en angiospermas basales y se lo halla tanto en monocotiledéneas
como dicotileddneas, mientras que el MEME 9, que comparte una similitud del 45% con el

MEME 6, se presenta unicamente en monocotiledéneas y dicotiledéneas (Figura 11.9 C).

Otro conjunto de secuencias no presenta los MEMEs 5y 9, y en su lugar presentan el

MEME 8, con una posicidon mas alejada del extremo. Este se presenta por primera vez en
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Physcomitrella patens, representante de las bridfitas, aunque su posicion difiere de la que se
observa en las secuencias de monocotiledoneas y dicotiledéneas donde también fue

detectado.

En cuanto a la region C-terminal, hay dos MEMEs que llaman la atencion. EI MEME
10, por un lado, fue encontrado exclusivamente en un grupo de secuencias pertenecientes a
las monocotiledéneas. Otro conjunto de secuencias, que incluyen especies monocotiledoneas
y dicotiledéneas, presenta en el extremo C-terminal el MEME 4, a veces por duplicado.
Finalmente, las secuencias que poseen el MEME 8 en su region N-terminal no presentan

ninguna secuencia conservada en su region C-terminal.
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Figura Il.9 Resumen de resultados de MEME y MAST para las secuencias de LEA 4. A. Resultados

de MEME y MAST informando Modelo de Markov, color asignado, E-valor, nimero de sitios hallados
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(N), tamafio del MEME en aminoacidos (T) y matriz de similitud entre todos los MEMEs hallados
ilustrando el grado de similitud con valores entre 0 y 1. EL resaltado en rojo indica un valor superior a
0,6 en la matriz de distancia. B. Alineamiento de los MEMEs 1, 3 y 7 (indicados con puntos rojos por
su codigo de color) contra las secuencias seed de Pfam para las LEA_4, verificando similitud a la
secuencia canodnica de identificacion. C. Resumen de la presencia de los MEMEs hallados en los
diferentes grupos que forman parte del analisis. Se utilizé el mismo cdédigo de colores y numeracion
que en (A). Asterisco (*) indica que el motivo esta presente con bajo valor estadistico. Leyenda con la

secuencia mas frecuente de cada MEME con su cédigo de color en | aparte inferior.

1.3.4.2 Analisis filogenético, fisico-quimico y microsinténico de las LEA_4

Un arbol de maxima verosimilitud fue realizado luego de alinear las secuencias
utiizando MAFFT. Se observan a grandes rasgos tres grupos de secuencias claramente
diferenciados por la presencia de determinados motivos y arquitecturas descriptas en la

seccion 11.3.4.1 (Figura 11.9, Figura 11.10).

Se reconocen 3 grupos con arquitecturas definidas. El resultado del arbol, presenta
algunas relaciones taxonomicas que obedecen a la clasificacion filogenética segun APG IV.
Especies pertenecientes a las Caryophyllales (Spinacia oleracea, Beta vulgaris y Amaranthus
hypochondriacus), se agrupan. Al mismo tiempo, la rama que las contiene surge de una rama
conteniendo LEAs con una arquitectura N-terminal similar y especies dicotiledoneas. También
aparecen agrupadas en el arbol secuencias correspondientes a la familia Fabaceae (Glycine
max, Lotus japonicus, Phaseolus vulgaris y Medicago truncatula). Finalmente, aquellas
secuencias de monocotileddneas en las que se habia observado la presencia C-terminal del

MEME 10, también se encuentran agrupadas.

La distribucion de las especies y las arquitecturas observadas sugiere que podrian
existir tres subgrupos de LEA_4 que correlacionan con la presencia de los MEMEs 4, 8 y 10.
En particular las secuencias que poseen el MEME 4 (violeta) en su regién C-terminal, las que
poseen el MEME 8 (fucsia) en su region N-terminal y, por ultimo, las secuencias que poseen
el MEME 10 (lima) en su region C-terminal. Estas secuencias fueron seleccionadas para
realizar un analisis de sus caracteristicas fisico-quimicas con énfasis en aquellas propiedades

relacionadas a las proteinas IDP e hidrofilinas.
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Figura 11.10 Arbol de la totalidad de las secuencias halladas y curadas mediante la busqueda con las
secuencias seed que componen el HMM de LEA 4 segun Pfam y su analisis mediante MEME-suite.
Se incluyen los resultados graficos de los motivos hallados por MEME-suite junto a su accesion
correspondiente. Los taxones de las secuencias con arquitecturas similares fueron coloreados. Los
MEMEs 1 3y 7 fueron coloreados con tonalidades de rojo dada su similitud. La escala de distancia para
el arbol se encuentra en la parte superior izquierda. La leyenda para las secuencias utilizadas puede

encontrarse en el Anexo IV.2.

Se realizdé una comparacion de sus caracteristicas fisico-quimicas con el objetivo de
identificar posibles caracteristicas que resalten sus similitudes y diferencias, obteniendo los

resultados observados en la Figura 11.9.
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Los resultados indican que estos tres grupos difieren en diversas caracteristicas. Las
proteinas que forman parte del grupo V (MEME 4, violeta) son proteinas que al compararlas
con el grupo L (MEME 10, lima) muestran ser de mayor tamafio, menor punto isoeléctrico, con
indices de plegamiento e hidropaticidad mas bajos, que indican una mayor probabilidad de
que se trate de proteinas desordenadas. Esta observacion se ve respaldada también por la
presencia de mayor numero de aminoacidos vinculados con giros y la menor tendencia a a-
hélices. Las proteinas del grupo F (MEME 8, fucsia) no difieren en peso y punto isoeléctrico
de las que poseen motivo violeta (MEME 4), aunque sus indices de hidropaticidad y
plegamiento, asi como su contenido de a-hélices, sugiere que se trata de un conjunto de
proteinas que podria presentar estructuras secundarias con mayor probabilidad. Un dato que
llamé la atencién, dentro del grupo de MEME 8, es que algunas de sus integrantes mostraron
un pl basico. Al buscar a que proteinas corresponden estos valores se encuentran 3
secuencias de monocotiledéneas (Hordeum vulgare XP_044982732.1, Triticum aestivum
XP_044376522.1 y Oryza sativa XP_015628236.1) y una de Eucalyptus grandis
(XP_010024874.2). El resto de las secuencias, con un pl &cido, corresponden unicamente a
dicotiledoneas. Este fue el unico caso donde se notd una distribucion notoriamente asimétrica
de los datos fisico-quimicos. Cabe remarcar que estas secuencias no muestran diferencias

en otros parametros.
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Figura 1.9 Caracteristicas fisicoquimicas de los subgrupos de LEA_4 discriminados. Se provee
informacion sobre peso molecular (PM), punto isoeléctrico (pl), indice de hidropaticidad (GRAVY),
indice de plegamiento (Fold Index), porcentaje de aminoacidos que pueden conformar a-hélices, giros
y estructuras desordenadas y porcentaje de glicina, en orden. V, secuencias con motivo violeta (MEME
4); F, secuencias con motivo fucsia (MEME 8); L, secuencias con motivo lima (MEME 10). Cada punto
es un valor individual. La marca central indica promedio. Barras de error: desvio estandar. *, p < 0,05;
** p<0,01,*** p<0,001, **** p <0,0001.

Por su parte, las proteinas que poseen el MEME 10 poseen pesos moleculares, pl,
GRAVY vy Fold Index homogéneos. Son proteinas en promedio mas pequefias y cuyas

propiedades sugieren una mayor probabilidad de estructuras secundarias que el resto de los

grupos.

Dadas las diferencias observadas entre los grupos formados se decidié profundizar el
analisis mediante un estudio microsinténico tomando varias especies de referencia que

presentaran secuencias en varios subgrupos, con el objetivo de identificar posibles ortélogos.

Los resultados indican que dentro de las LEAs 4 se identifican secuencias

pertenecientes a dos grupos ortélogos bien definidos (Figura 11.10). El primero (Figura 11.10 A)
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esta conformado por aquellas proteinas que poseen el MEME 4 (violeta) en su posicion C-
terminal y que llamativamente todas pertenecen al grupo de las dicotiledoneas. Ninguna de
las monocotiledéneas analizadas presentdé marcadores que las vincularan con este grupo
ortélogo. Por otra parte, un segundo grupo ortélogo (Figura 11.10 B) comprende Unicamente
secuencias de monocotiledéneas que poseen el MEME 10 (lima) en su regién C-terminal.
Ninguna de las dicotiledéneas analizadas presenté marcadores que las vincularan con este

grupo ortélogo.
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Figura 11.10 Marcadores microsinténicos conservados de secuencias seleccionadas de LEA 4
formando dos grupos ortélogos (A y B). Cada punto coloreado indica la presencia del marcador indicado
en la parte superior. Se indican las secuencias involucradas en la parte izquierda con su nombre
resumido. El orden de los marcadores corresponde a Amborella trichopoda (A) y Triticum aestivum (B),
y sus posiciones podrian variar entre gen y gen. Las secuencias posicionadas luego de la linea vertical
(A) no fueron hallados en A. trichopoda, sino en las secuencias posteriores. FAD, FAD synthetase;
TauE/SafE, sulfite exporter TauE/SafE family protein 4; GATA21, GATA transcription factor 21; LEA_4V,
late embryogenesis abundant protein presentando MEME 4 (violeta); E3 UPL7, E3 ubiquitin-protein
ligase UPL7-like; At5g03800, pentatricopeptide repeat-containing protein At5g03800; PP2-A15, F-box
protein PP2-A15; E3 SIRP1, E3 ubiquitin-protein ligase SIRP1-like; EI3-1, ETHYLENE INSENSITIVE
3-like 1 protein; TOM40-1, mitochondrial import receptor subunit TOM40-1-like; LEA 4L, late
embryogenesis abundant protein presentando MEME 10 (lima) ELMO-A, ELMO domain-containing
protein A; AllI5-2, ABSCISIC ACID-INSENSITIVE 5-like protein 2.
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El primer grupo ortélogo también incluye secuencias cuyos motivos N-terminales parecian
presentar diferencias, pero el andlisis revela que se trata de un mismo grupo y sugiere el

origen ancestral de los motivos N-terminales correspondientes a los MEMEs 5y 9.

Por otro lado, estudiando la microsintenia de las proteinas que presentan el MEME 8 en
su region N-terminal, llamativamente no se hallaron marcadores que indicaran que
pertenecieran al mismo grupo ortélogo. Los unicos casos que fueron una excepcion
corresponden a tres secuencias de monocotiledoneas que comparten un solo marcador.
Casualmente, estas tres secuencias corresponden con aquellas LEA_4 de este subgrupo que
presentaron un pl basico respecto del resto del conjunto, nuevamente sugiriendo un origen

ancestral de las mismas, aunque con evidencia débil.
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11.4 Discusion

11.4.1 La clasificacion de las LEAs

Uno de los puntos centrales para la clasificacion segun Battaglia et al. (2008) es cuales
son los criterios a utilizar para generar los grupos. Inicialmente el criterio tomado fue el de
tamano y similitud de secuencias (Dure et al., 1989). Algunos trabajos hacen el esfuerzo de
reclasificar las LEAs pasando a un sistema de “clases”, en lugar de los clasicos grupos
(Tunnacliffe & Wise, 2007; Wise, 2003) Estos realizan una busqueda de similitud de
secuencias entre grupos, intentando discriminar keywords o pequenos péptidos que sean
validos para hallar y clasificar las LEAs en estas “clases”. Si bien esta busqueda podria arrojar
luz sobre las similitudes y disimilitudes de los diversos grupos de LEAs existentes hasta la
fecha, Battaglia et al., propone que en este caso particular la busqueda debe centrarse en
regiones conservadas, y tiene en cuenta observaciones experimentales sobre las
caracteristicas fisico-quimicas de cada grupo. Para realizar su clasificacion, Battaglia et al.,
toma como punto de partida las clasificaciones dadas a todas las LEAs siguiendo el
surgimiento de los grupos segun Dure et al. (1989) y compara su clasificacién con la de otros
trabajos y bases (Bies-Ethéve et al., 2008; Mistry et al., 2021). En su trabajo, logra generar
grupo coherentes basados en conservacion de algunos motivos y caracteristicas particulares.
Una de las limitantes mas importante de esta clasificacion es que no tiene en cuenta el origen
evolutivo de las proteinas. Al basarse en pequefios motivos conservados determinados
mediante alineamiento local de secuencias, a diferencia del analisis de motivos mediante
MEME suite, pierde la informacién almacenada en los motivos repetitivos que pueden o no
guardar conservacién en su posicién y distancia en la secuencia proteica. A su vez no
contempla la informacion evolutiva presente en las secuencias "no conservadas" (secuencias
entre motivos conservados) que como se ha descripto recientemente para el grupo de las
dehidrinas aporta caracteristicas distintivas a las proteinas que permiten determinar que
proteinas que conservan un modulo de secuencia conservado se diferencian en las regiones
no conservadas y esto correlaciona directamente con un origen evolutivo distinto y en algunos

casos propiedades fisico quimicas distintas (grupo ortélogo) (Melgar and Zelada, 2021).

Por ejemplo, Battaglia et al (2008) definen al grupo 5, en dos subgrupos que donde un
analisis evolutivo muestra que se trata de proteinas no homdlogas donde el grupo 5A se
corresponde con las SMP, 5B con LEA 3 y 5C con LEA 2. Por otra parte, refiere que las
proteinas pertenecientes al grupo 5 poseen mayor proporcién de aminoacidos hidrofobicos,
lo que las hace no solubles, y ademas que se acumulan en semilla. Si bien estas afirmaciones
son correctas para los grupos SMP y LEA 2 (correspondientes con sus grupos 5A y 5C), no

logramos hallar reportes que hagan referencia estricta a una LEA_3 que posea estas
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caracteristicas. Cabe agregar que, en los reportes de semilla que se utilizaron de referencia
para los analisis protedmicos de semillas del Capitulo | no se hallaron LEAs pertenecientes a
las LEA_3 (o grupo 5B, segun Battaglia et al.), y que las referencias proporcionadas en el
trabajo de Battaglia et al. (Kim et al., 2005; Kiyosue et al., 1992; Maitra & Cushman, 1994;
Park et al., 2003; Zegzouti et al., 1997) hacen referencia a LEAs “atipicas” que coinciden
unicamente con los grupos SMP y LEA 2 segun Pfam, y ninguna de ellas corresponde al
grupo LEA_3.

Por otro lado, las LEA 4 que se abordan en esta tesis se encuentran incluidas por
Battaglia en el grupo 3A y 3B. Esta subclasificacion esta basada en la variabilidad hallada en
el motivo de 11 aminoacidos (que se encuentra representado en los MEMEs 1, 3y 7,
identificados en este trabajo) que se repite en forma de bloques. En la base de Pfam, la
identificacion de las LEAs correspondiente a este conjunto consta de una secuencia de 44
aminoacidos compuesta por repeticiones de este péptido de 11 aminoacidos, pero no se
realiza una discriminacion de los subgrupos como realizan Battaglia et al. En contraste, en
este trabajo determinamos que existen otros MEMEs que definen las diferencias entre
subgrupos de LEA 4, vy, por el contrario, los MEMEs 1, 3 y 7 definirian indiscriminadamente a
cualquier LEA_4. De hecho, logramos discriminar grupos ortélogos de LEA 4 en base a dos
motivos conservados (MEMESs) ubicados en la region C-terminal de la proteina, el MEME 4

(violeta) y el MEME 10 (lima) no identificados previamente como motivos conservados.

1.4.2 El grupo LEA_3

Las LEA_3 se presentan como un grupo con una diversidad intrinseca evidente al
analizar las secuencias que son incluidas en el mismo. Se trata de un grupo de proteinas
pequenas (91 aminoacidos de moda) y de bajo peso (10,65 kDa en promedio), con un
contenido de glicina bajo (4,4% de moda) punto isoeléctrico basico (9,9 de moda). Su indice
de hidropaticidad (GRAVY) no es extremadamente bajo, aunque su indice de plegamiento
(Fold Index) no las sitia como proteinas con una estructura definida. Las predicciones sobre
su estructura secundaria son variables, habiendo proteinas con mayor y menor contenido de
a-hélices, aunque consistentemente presentan un gran porcentaje de aminoacidos vinculados
a giros (aproximadamente 40% en promedio). El andlisis revel6 la existencia de motivos
conservados cuya distribucion entre los taxones estudiados forma principalmente cuatro
estructuras basicas. Estas estructuras parecen basarse en 4 motivos conservados, S, R, Wy
W’, que se combinan dando lugar a unas pocas arquitecturas que llamamos por sus siglas
SRW, RW, W y W’. Al mismo tiempo, puede ocurrir que dentro de estos grupos se dé la

presencia de proto-motivos S 0 R que guardan similitud con estos, pero con poca identidad.
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Dentro de las especies que fueron incluidas en este analisis, se observa que los
motivos novedosos (los MEMEs ademas del 1) se presentan a medida que se avanza
evolutivamente sobre la filogenia de las plantas. En P. patens (una briofita tolerante a la
desecacion), solo se observa el motivo representativo de las LEA_4, que llamamos W.
Algunas secuencias de S. moellendorffii presentan el motivo W’. También cabe agregar que
mientras S. moellendorffii presenta el motivo W en otras de sus secuencias, la regién C-
terminal de este motivo, que suele estar conservado en otras especies, estd menos
conservada. En P. patens la aparicién del motivo W es clara y refuerza la idea de que el motivo
W (sobre todo sus primeros aminoacidos) son caracteristicas ancestrales de las LEAs de este
grupo (Singh & Graether, 2020), aunque nuestros resultados sugieren que una afirmacion

similar es posible para el motivo W’.

Al introducir las estructuras de las angiospermas basales (A. trichopoda y N. colorata),
las secuencias muestran nuevos motivos o proto-motivos. En el caso de A. trichopoda, dos
de las tres secuencias de LEA 3 halladas cuentan con el motivo R bien definido. Las
secuencias de N. colorata, sugieren que el motivo S tiene un origen alrededor de las
angiospermas basales o anterior a las mismas, ya que dos de sus secuencias fueron
vinculadas con la combinacién de motivos S y R (MEME 2). Reportes previos sobre las LEAs
3 sugieren que su surgimiento podria haber ocurrido en plantas terrestres, ya que no se hallan

secuencias de este grupo en algas (Singh & Graether, 2020).

La teoria de que el motivo S se desarrollé paulatinamente a lo largo de la evolucion de
las LEA_3 esta reforzada por los estudios microsinténicos, que demuestran ademas de los
marcadores, duplicaciones en tandem conservadas en algunas de las secuencias analizadas:
A. trichopoda (angiosperma basal), S. bicolor (monocotiledénea) y M. truncatula
(dicotileddnea), una observaciéon que fue previamente realizada en A. thaliana (Bies-Ethéve
et al., 2008). Al mismo tiempo, el analisis microsinténico aporta informacién sobre la existencia
de dos grupos ortdlogos de LEA 3 que llamamos LEA 3A y LEA 3B y de un tercer grupo,
conformado por las secuencias conteniendo el motivo W’ que, si bien no comparte marcadores
de sintenia, no se relaciona con ninguno de los otros dos grupos de manera directa, por lo
que fue considerado el grupo LEA 3C. La conclusién mas parsimoniosa es que este grupo de
secuencias pertenezcan a un mismo grupo ortélogo, y que las huellas del proceso evolutivo
se hayan perdido, en caso contrario los motivos deberian haber surgido en forma

independiente en proteinas con distinto origen evolutivo.

La evolucion de las plantas se caracteriza por la duplicacion de genomas, también
conocida como poliploidia, un proceso mediante el cual se produce un aumento en el numero

de juegos completos de cromosomas en una especie. Esto puede ocurrir de forma natural o
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inducida y puede tener importantes implicaciones evolutivas (Artur et al., 2019). La poliploidia
puede ocurrir de dos formas principales: duplicaciones en tandem y duplicaciones en bloques.
Las duplicaciones en tandem se refieren a la repeticién de un segmento cromosémico en la
misma regién, lo que da como resultado multiples copias de genes en tandem. Por otro lado,
las duplicaciones en bloques implican la duplicacion de segmentos mas grandes del genoma,
lo que lleva a la aparicion de bloques cromosomicos duplicados. Estas duplicaciones de
genomas pueden proporcionar nuevas oportunidades evolutivas para las plantas. Las copias
adicionales de genes permiten que algunos de ellos adquieran nuevas funciones o se
diversifiquen en su expresion, lo que puede conducir a la aparicién de nuevas caracteristicas
fenotipicas. Algunas duplicaciones de genomas también pueden desempefiar un papel
importante en la adaptacion de las plantas a diferentes condiciones ambientales o en la
respuesta a estreses bidticos o abiodticos. En resumen, la duplicacion de genomas en las
plantas, ya sea a través de duplicaciones en tandem o en bloques, es un proceso evolutivo
clave que puede generar diversidad genética y proporcionar nuevas oportunidades para la
adaptacion y evolucion de las especies vegetales. Si bien existen trabajos que abordan el
estudio de las LEAs incluyendo algunos matices de estas perspectivas (Artur et al., 2019;
Bies-Ethéve et al., 2008; Z. Zou et al., 2022), ninguno de ellos ofrece un analisis en

profundidad para el grupo de las LEA_3 como se presenta aqui.

Algunos de nuestros hallazgos estan relacionados con aquellos publicados
recientemente (Singh & Graether, 2020), aunque con diferencias con implicancias
importantes. Una de ellas radica en el abordaje utilizado para clasificar las LEA_3, que usa
principalmente diferencias halladas en su region N-terminal y no profundiza en las relaciones
evolutivas entre los subgrupos formados, pudiendo estar agrupando proteinas con distinto
origen evolutivo. Nuestro analisis determiné que los dominios conservados definidos (S, R, W,
W’) correlacionan perfectamente con los grupos de ortologia, de manera que cada uno de
estos grupos representa una combinacién distinta de motivos (LEA_3A = SRW; LEA_3B =
RW, LEA_3C =W).

Las observaciones sobre los origenes de cada uno de los subgrupos de LEA 3 en
conjunto con la demostracion de que existen diferencias fisico-quimicas entre ellas, sugiere
que su clasificacion requiere una reevaluacion que tome en cuenta las nuevas diferencias
halladas dentro del grupo y estudie la posibilidad de que su expresién y funcién se de en

estadios fenoldgicos, condiciones y tejidos distintos dependiendo del subgrupo estudiado.
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1.4.3 El grupo LEA_4

Los andlisis realizados sobre este grupo indican que son proteinas de mayor tamafio
que las LEA_3 (45,2 kDa en promedio) y punto isoeléctrico acido en promedio (Xp=5,93), un
contenido de glicina que no suele superar el 10% (7,9 % en promedio). Sin embargo,
analizando las secuencias que forman parte del grupo se hallé diversidad entre las
secuencias. Una de las observaciones de la bibliografia (Battaglia et al., 2008; Dure et al.,
1989), indica que el motivo de 11 aminoacidos que se repite diferente numero de veces a lo
largo de las diferentes secuencias es el principal factor que influye sobre el peso final de la
proteina. Nuestro analisis esta de acuerdo con este hecho, ya que el MEME1 hallado, que
contiene tres repeticiones de este motivo, y los MEMEs similares (3 y 7) se pueden repetir en
conjunto entre 2 y 11 veces. Sin embargo, los motivos conservados hallados sugieren que la

subclasificacion podria ser mas compleja e involucrar diversos grupos ortélogos de genes.

Luego de observar la diversidad de la arquitectura de las secuencias y sus relaciones
filogenéticas, se trabajo bajo la hipdtesis de que dentro de este grupo podriamos distinguir
hasta tres subgrupos con caracteristicas diversas, por o que se analizaron conjuntos de
secuencias basados en estos grupos, poniendo hincapié en la presencia de tres motivos
particulares: el MEME 4 (violeta), el MEME 10 (lima) y el MEME 8 (fucsia), los primeros dos
de localizacion C-terminal, y el tercero de localizacion N-terminal. Las propiedades fisico-
quimicas de cada uno de estos grupos sugirieron que podria tratarse de proteinas con

distintas propiedades, cuyo punto en comun es el motivo canoénico de las LEA 4.

Los analisis microsinténicos permitieron confirmar que las secuencias pertenecientes
al subgrupo del MEME 4 corresponden a un mismo grupo de ortélogos, dentro del cual se
hallan secuencias de especies dicotiledoneas. Por otra parte, otro grupo ortélogo comprendido
unicamente por especies monocotiledéneas surgio al analizar el contexto genético de las
accesiones correspondientes al subgrupo que poseia el MEME 10. Sin embargo, para el grupo
cuya region N-terminal presenta el MEME 8, se hallé poca evidencia que vinculara estas
especies entre si o con cualquiera de los otros grupos. La unica evidencia que indica que
estos poseen un ancestro comun se limita a un anico marcador microsinténico compartido por
tres accesiones correspondientes a monocotiledoneas. Al mismo tiempo, algunos motivos
detectados por MEME en la regién N-terminal de otras secuencias (aquellas que no poseian
el MEME 8), caen dentro del primer grupo de ortélogos (MEME 4), por lo que es aparente que
esta variabilidad en la regidn N-terminal de este grupo posee un origen ancestral comun. Estas
observaciones guardan similitudes con las hechas en el trabajo de Artur et al., (2019), donde
se sugiere que estas LEAs presentan una sintenia dinamica, generando comunidades que se

separan entre angiospermas en general, monocotileddneas y dicotiledoneas y, dependiendo
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de la distancia evolutiva entre las especies estudiadas, es posible que no se hallen
marcadores sinténicos que indiquen su ancestralidad. El ejemplo provisto relaciona a P.
patens con Xerophyta viscosa, ambas especies tolerantes a la desecacion, donde de los ocho
genes identificados en X. viscosa, solo uno comparte marcadores con otras angiospermas, y
ninguno de ellos con P. patens. El resto de los genes codificantes de LEA_4 en X. viscosa
parecen ser paralogos internos, sugiriendo que las duplicaciones de estos genes son
importantes en la tolerancia a la desecacion (Costa et al., 2017). En el caso de C. quinoa, no
encontramos esta expansion en la familia de las LEA 4. Esto sugiere que mas alla del numero
de copias del gen, en esta especie podria haber factores regulatorios que resultan de mayor

importancia para aportar tolerancia a estrés abidtico.

A nivel funcional, las proteinas pertenecientes a este grupo han sido relacionadas
directa o indirectamente con la tolerancia a la deshidratacion, salinidad y bajas temperaturas
(Cattivelli & Bartels, 1990; Harada et al., 1989; Hsing et al., 1995; Romo et al., 2001). Su
expresion en sistema heterélogos ha resultado en incrementos significativos de la tolerancia
a estrés salino, deshidratacion y frio en Oryza sativa y en A. thaliana (Babu et al., 2004; NDong
et al., 2002; Xu et al., 1996). Una de las caracteristicas importantes dentro de este grupo de
proteinas es que, si bien las predicciones computacionales predicen que estas proteinas
poseen gran cantidad de a-hélices, estudios de dicroismo circular o espectroscopia infrarroja,
indican que las mismas no poseen una estructura definida en solucion, pero que su estructura
responde activamente al nivel de agua en el medio, pudiendo alterar su estructura a medida
que el medio se deshidrata, perder la estructura durante la rehidratacion o inclusive tomar una
estructura diferencial dependiendo de la tasa de deshidratacién a la que se sometida (Goyal
et al., 2003; Tolleter et al., 2007; Wolkers et al., 2001). Este punto podria ser importante a la
hora de estudiar los subgrupos de LEAs que surgieron de este analisis, ya que sus indices de
plegamiento difieren en conjunto con otros parametros relacionados con su estructura. Estas
diferencias podrian afectar negativamente su funcion como protectores contra diversos tipos
de estrés abiotico si implican cambios en su estructura tanto en un estado de hidratacion como
bajo condiciones de deshidratacion. Cabe remarcar, que las predicciones de desorden son
similares para los diferentes subgrupos, y que las diferencias observadas entre sus indices
de plegamiento, aunque significativas, podrian no ser suficientes para justificar un cambio en

la estructura tridimensional de las proteinas.

1.4.4 Las LEAs de los grupos LEA_3y LEA_4 en C. quinoa

A partir de este analisis se desprende que dentro de las LEA 3, C. quinoa posee

proteinas pertenecientes a los tres subgrupos formados. Las secuencias curadas halladas
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corresponden a: dos LEA_3A (con motivos SRW), una a las LEA_ 3B (motivo RW), y dos a las
LEA 3C (motivo W’). Una de las correspondientes al grupo LEA 3A fue estudiada
previamente en nuestro laboratorio, obteniendo resultados que indican su aumento de
expresion en condiciones de estrés salino y por frio en un genotipo tolerante (Amarilla de
Marangani) y recibe el nombre de late embryogenesis abundant protein Lea5-like (A.J. Rizzo,
2016)

En cuanto a las LEA_4 presentes en quinua: con excepcion de una unica secuencia
correspondiente al grupo de las que presentan el MEME 8 (F), el resto (3 accesiones de
proteina) forma parte del grupo ortélogo que posee el MEME 4 (V) en su region C-terminal.
Todas las LEAs detectadas en el estudio de semilla también corresponden a este grupo
ortdlogo y se preselecciond de ellas, coincidente al mismo tiempo con reportes previos donde
su expresion aumenté mas de 100 veces en el genotipo de quinua R49 bajo condiciones de
estrés por sequia (Morales et al., 2017), para realizar analisis de expresién en plantulas y
plantas adultas de C. quinoa. Finalmente, se destaca que dos accesiones de proteinas
pertenecientes a este mismo subgrupo fueron detectadas en semilla (XP_021743171.1,
XP_021737796.1), sugiriendo que en semilla madura se expresan ambos loci codificantes de

las proteinas ECP63 homologas.
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11.5 Conclusiones

En este capitulo se logra profundizar sobre la complejidad de la clasificacion de las
LEAs y se aporta informacion evolutiva que podria ser de gran interés para el estudio de las
proteinas de embriogénesis tardia. Se detectaron tres subgrupos dentro de las LEA_3 (que
llamamos provisoriamente A, B y C), dos de los cuales conforman grupo de ortélogos con
ancestros comunes, mientras que un tercero no parece compartir marcadores internos ni con
los demas grupos. También detectamos tres subgrupos de LEA 4 (que llamamos
provisoriamente con el nombre del MEME o motivo conservado que poseian en comun), uno
correspondiente a monocotiledoneas y otro a dicotiledoneas y reforzados por analisis
microsinténicos en cuanto a su origen evolutivo comun. Nuevamente, un tercer grupo
conteniendo secuencias tanto de monocotiledéneas como de dicotiledéneas, no presentd

marcadores microsinténicos que permitieran dilucidar si poseen un antepasado comun.

Aqui se presentaron motivos que, hasta donde hemos logrado estudiar, no han sido
reportados previamente y que en conjunto con estudios microsinténicos han demostrado ser
utiles para discriminar diferentes grupos ortélogos de proteinas dentro de cada uno de los
grupos LEA estudiados. Cabe remarcar que, en ambos grupos estudiados, se dio la presencia
de un subgrupo que a pesar de compartir caracteristicas de secuencia con los criterios de
identificacion de Pfam, no pudieron ser respaldados por los estudios microsinténicos en
cuanto a su ancestralidad y origen. Esto plantea la duda de si estos subgrupos corresponden
realmente a sus respectivos grupos LEA, son simplemente artefactos de deteccion y
anotacion generados automaticamente o por similitud de secuencias, o inclusive si se trata de

un subgrupo cuya reclasificacion deberia ser considerada ya sea dentro o fuera de las LEAs.

Si bien la clasificacion de LEAs actual por Pfam posibilita la identificacion de grupos
de manera especifica, este estudio demuestra que se puede observar una variabilidad
intrinseca de cada uno de los grupos estudiados que atraviesa aspectos fisico-quimicos y
evolutivos. Las caracteristicas de las diferentes LEAs halladas dentro de los grupos LEA 3y
LEA_ 4 amerita un estudio en profundidad sobre su expresion en diferentes especies, estadios
de desarrollo, tejidos y condiciones, para poder esclarecer si las propiedades de proteccion
que le son atribuidas a las proteinas de cada uno de estos grupos son comunes a todas ellas
0 a subgrupos particulares y cuales son las propiedades estructurales que resultan
indispensables para cumplir con estas funciones, siendo un candidato importante poseer un
alto grado de desorden en solucion que disminuya en situaciones de deshidratacién dando
lugar a una estructura tridimensional. Los analisis de motivos conservados prueban ser una
metodologia eficiente para discriminar entre subgrupos de proteinas vy, utilizada

correctamente, puede arrojar luz sobre estos hechos al ser utilizadas comparativamente.

95



Un candidato perteneciente a C. quinoa de cada grupo LEA fue seleccionado en base
a resultados preliminares o reportes previos para el estudio de su expresion en diferentes

estadios de desarrollo de C. quinoa en nuestro laboratorio.
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Capitulo i
Expresion de dos proteinas LEA de interés (LEA_4 y LEA_3) en diferentes

estadios de desarrollo y tejidos de C. quinoa sometidos a estrés salino

1.1 Introduccion

lll.1.1 Estadios de desarrollo y expresiéon de LEAs

Las proteinas LEA pueden encontrarse en cualquier etapa de desarrollo de las plantas
y también pueden presentarse en diferentes 6rganos vy tejidos (Battaglia et al., 2008; Bies-
Ethéve et al., 2008; Chatelain et al., 2012; Close, 1997). Durante el desarrollo de la semillas
ortodoxas, éstas son importantes para la tolerancia a la dehidratacion que se produce sobre
el final del programa de desarrollo (Leprince et al., 2017). En otros estadios de crecimiento y
desarrollo, su expresion puede verse alterada dependiendo del genotipo y el tipo de estrés al
que esta sometida. Al mismo tiempo, la expresién de LEAs en plantas adultas sometidas a

estrés salino puede variar dependiendo del genotipo estudiado (A.J. Rizzo, 2016)

La quinua es una planta de gran diversidad genética, presentan expresiones
diferenciales de distintos genes debido a las variaciones genéticas inherentes a cada
genotipo, asi como a la seleccion artificial realizada por los agricultores a lo largo del tiempo.
Estas diferencias en la expresion génica dan lugar a caracteristicas fenotipicas distintivas en
cada genotipo de quinua. Es por ello que una caracterizacién funcional de estas proteinas en
quinua debe ser abordada teniendo en cuenta el genotipo, estadio fenoldgico y el estrés a

evaluar.

111.1.2 Las funciones de las LEA en el estrés abiotico

Numerosos estudios situan a las proteinas LEA como candidatos en la tolerancia de
diversas especies a varios tipos de estrés abidtico o inclusive bidtico. Analizando los niveles
de mensajero o en algunos casos la abundancia de proteina y su localizacién subcelular
mediante el uso de anticuerpos (Burrieza et al., 2012), se hallaron proteinas LEA
correspondientes a diferentes grupos cuya transcripcion, traduccion y localizacion varia al
comparar situaciones de estrés como sequia y salinidad con su control (Bies-Ethéve et al.,
2008; Burrieza et al., 2012; NDong et al., 2002; Romo et al., 2001; Rorat, 2006).

Por otro lado, cuando estas proteinas se encuentran en medio acuoso, por lo general
no poseen una estructura tridimensional definida. Sin embargo, diversos estudios vy

predicciones in silico indican la posibilidad de formacién de estructuras secundarias de tipo a-
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hélice (Amara et al., 2014; Goyal et al., 2003; Romo et al.,, 2001). Como proteinas
desordenadas, no son faciles de asociar a ninguna funcion particular. Sin embargo, ensayos
in vitro sobre la actividad enzimatica simulando situaciones de estrés hidrico, demuestran que
la presencia de LEAs en el medio asiste al mantenimiento de la actividad enzimatica (Goyal
et al., 2005; Reyes et al., 2005), aparentemente evitando la agregacién de proteinas. La
hipdtesis que se sostiene actualmente es que estas proteinas pueden envolver a las enzimas
en un medio acuoso conservando la hidratacion y estabilizando su estructura, y en
consecuencia sosteniendo su actividad. En paralelo, las LEAs también han sido estudiadas
en relacion a otros tipos de moléculas y funciones que no estan necesariamente relacionadas
con la conservacion de la actividad enzimatica. Por ejemplo, existen estudios relacionando la
presencia de LEAs con la estabilizacion de matrices de cristales de azucar y estabilizacion de
fases agua-agua, e inclusive en otros casos se propone la homo u heterodimerizacién de
proteinas LEA en situaciones de estrés (Candat et al., 2014; He et al., 2021; Hincha et al.,
2021; Koubaa et al., 2019; Thalhammer et al., 2010).

En este capitulo, haciendo uso de la técnica de RT-gPCR (PCR cuantitativa en tiempo
real) se evalud la expresion de dos genes correspondientes a una proteina LEA_3 y una
proteina LEA_4 de interés en plantulas de quinua de 4 genotipos y diferentes 6rganos de
plantas adultas de quinua del genotipo BO25 sometido o no a estrés salino. La LEA 3 fue
escogida en base a resultados preliminares obtenidos en nuestro laboratorio que mostraron
que la expresion de la misma en hojas de plantas adultas de quinua sometidas a estrés salino
y a bajas temperaturas aumenta significativamente en el genotipo Amarilla de Marangani (A.J.
Rizzo, 2016). La LEA_4 escogida para este estudio fue seleccionada en base a los resultados
obtenidos en protedmica de semilla (Capitulo I) y trabajos previos que muestran que su
expresion se induce mas de 100 veces en el genotipo R49 de quinua cuando este es sometido

a estrés por sequia (Morales et al., 2017).
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lll.2 Materiales y métodos

111.2.1 Material vegetal

Se seleccionaron semillas de cuatro genotipos de quinua: Cahuil, BO25, Villarrica y
Sajama. Para los ensayos en planta adulta, se escogieron los genotipos BO25 y Cahuil.
Todo el material utilizado proviene de los bancos de germoplasma CIP (Lima, Peru) e INIA-

Vicufa (La Serena, Chile).

111.2.2 Esterilizacion

Para evitar contaminaciones por hongos u otros organismos, las semillas fueron y
esterilizadas antes de la siembra mediante una incubacion en agitador de 10 minutos a
temperatura ambiente en una solucién 5% lavandina en agua bidestilada. Posteriormente se

realizaron tres lavados de 5 minutos con agua bidestilada.

lll.2.3 Siembra y ensayos de crecimiento de plantula

Para la germinacion entre 50 y 60 semillas de cada cultivar fueron colocadas en
placas de Petri cuadradas conteniendo medio Murashige Skoog (MS) 0,5% en agar planta
(marca/empresa). Una vez comenzada la germinacion se control6 periodicamente el largo
de la radicula y se contabilizaron aquellas que tenian al menos 2 mm de crecimiento
radicular como semillas germinadas, una vez alcanzado un 70% de germinacion en cada
placa, se dio comienzo a los ensayos de crecimiento de plantula en medio salino.

Utilizando un maximo de 10 semillas distribuidas homogéneamente en una linea
central de la placa se distribuyeron las semillas al azar entre placas conteniendo el mismo
medio mencionado anteriormente y otras conteniendo el medio con un agregado de 250 mM
de NaCl (Biopack). Las placas fueron incubadas en una camara con temperatura (20 £ 1 °C)
y fotoperiodo (16/8 horas luz/oscuridad) controlados dentro de una camara de incubacion
(Sanyo). Para evitar problemas de deshidratacion de los medios, se incluyé una bandeja de
agua destilada en todas las incubaciones. Los ensayos contaron con triplicados o
cuadruplicados técnicos para cada condicion.

Las plantulas fueron cosechadas 7 dias después de su traspaso a las placas de

tratamiento.

lll.2.4 Ensayos de estrés salino en plantas adultas

Plantulas previamente germinadas en germinadores fueron trasplantadas de forma

individual a macetas de 14 cm de diametro con mezcla de tierra GROWMIX (Terrafértil,
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Argentina). Se siguié un cronograma de riego de tres veces por semana hasta que las
plantas desarrollaron cuatro a cinco pares de hojas verdaderas. A partir de ese momento se
dividieron en dos grupos al azar. Uno de los grupos fue regado periddicamente con agua
bidestilada, mientras que el otro recibié un riego escalonado de 50 mM de NaCl cada 2 dias
hasta alcanzar la concentracion de 500 mM NaCl. Una vez alcanzada se sostuvo un
cronograma de riego a capacidad de campo por una semana. Las plantas fueron fertilizadas
semanalmente desde tu trasplante con HAKAPHOS (0.7 g/L) (COMPO EXPERT, Argentina)
agregado al agua de riego.

Luego de la semana de tratamiento se cosecharon 2 hojas por planta de todas las
plantas. La cosecha de flores y raices se dio al alcanzar las etapas de floracién, periodo
durante el cual se sostuvo el cronograma de riego. Las plantas fueron cosechadas y se
almacenaron inflorescencias y raices. Las ultimas cuidadosamente lavadas con agua
corriente y enjuagadas finalmente en agua bidestilada. Se guardé el material a -80 °C para

futuras extracciones de ARN.

111.2.5 Morfometria

Al momento de la cosecha las plantulas fueron fotografiadas para obtencién de
variables morfométricas. Los resultados fueron utilizados para evaluar el comportamiento de
los cultivares. La masa fue obtenida utilizando una balanza de precision Traveler (OHAUS,
EE.UU.). Todo el material fotografiado fue analizado mediante software ImagedJ (Schneider
et al., 2012).

11l.2.6 Extraccion de ARN de plantula

Entre 70 y 100 mg de masa fresca de plantulas fueron molidos en morteros
esterilizados y pretratados con solucién inhibidora de RNAsas (RNAseZap, Thermo Fisher),
utilizando nitrogeno liquido. Se utilizé 1 ml de TRIzol por cada 100 mg de tejido para realizar
la extraccién. Luego de una incubacion a temperatura ambiente se agregaron 200 ul de
Cloroformo (Anedra, Research AG) y se agité vigorosamente por 15 segundos. Se incubo
por 10 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd a 12.000 g y 4 °C por 15 minutos. Se
tomo el sobrenadante y se procedio con la extraccién de ARN enriquecido en miRNAs
mediante el uso del kit ARNmi mirVana (Ambion, Thermo Fisher Scientific) siguiendo el

protocolo.
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11l.2.8 Extracciéon de ARN de planta adulta.

Para realizar las extracciones se utilizaron 100 mg de material de flor y hoja y 300 mg
de raiz por muestra. Se molié la muestra en mortero con nitrégeno liquido hasta formar
polvo y se agrego 1 ml de agente TRIzol. Se recogio el extracto en un tubo eppendorf de 2
ml y se agregaron 200 ul de cloroformo. Se agité vigorosamente por 15 segundos y se
incubo a temperatura ambiente por 10 minutos. Se centrifugaron las muestras a 12.000 g 4
°C por 15 minutos (Eppendorf) y se recuperé el sobrenadante en un tubo eppendorf de 1,5
ml. Se agregd un volumen de isopropanol 100%, se vortexe6 suavemente y se incubd por 5
minutos a temperatura ambiente. Se centrifugaron las muestras a 12.000 g y 4 °C por 15
minutos. El precipitado producto de la centrifugacion contiene el ARN. Se removio el
sobrenadante y se agregdé etanol 70% para enjuagar el pellet. Luego de esto, antes de
descartar el sobrenadante se volvié a centrifugar la muestra en las mismas condiciones por
2 minutos. Se removi6 el sobrenadante y se permitio la evaporacion del alcohol restante por
5 minutos a temperatura ambiente dejando los tubos abiertos. Se diluyé el pellet en 30 ul de
buffer TE, haciendo uso de un termobloque (Benchmark, Sayerville, USA) a 55°C y
agitacion por vortex 0 a mano hasta que se observé la dilucion total.

Las muestras fueron cuantificadas en NanoDrop (Thermo Fisher Scientific) para
conocer su concentracion aproximada y pureza. Aquellas de baja pureza (cociente 260/230
por debajo de 1,4) fueron posteriormente purificadas nuevamente mediante una

precipitacién con acetato de sodio (seccion 111.2.9).

11l.2.9 Precipitacion de ARN con acetato de sodio.

Un total de 10 ug de ARN fue utilizado como material inicial. Se compuso una
solucion con concentracion final de 0,3 M de acetato de sodio (NaAc) (Anedra, Research
AG) y volumen final de 100 ul en un tubo eppendorf de 1,5 ml. Se agregaron 300 ul de
isopropanol 100 %. Se incubd la mezcla a -20 °C por 1 hora y posteriormente se centrifugo a
12.000 g y 4 °C por 30 minutos. Se removio el sobrenadante y se realizé un lavado del pellet
con etanol 75 %. Se centrifugé nuevamente en las mismas condiciones por 2 minutos, se
removio el sobrenadante y se permitié la evaporacion de solvente por 5 minutos a
temperatura ambiente. Se disolvio el pellet en 30 ul de agua bidestilada y se cuantificd

utilizando NanoDrop (Thermo Fisher Scientific).

111.2.10 Verificacion de integridad del ARN por gel de agarosa

Se utilizaron geles de agarosa 1,5 % con BrEt para verificar la integridad del ARN a

utilizar. Se sembré 1 ug de material diluido en 10 ul finales y con agregado de Loading
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Buffer (LB) con azul de bromofenol como colorante. La electroforesis fue realizada a 100 V
por 45 minutos. El resultado fue visualizado y fotografiado utilizando luz UV dentro de una

camara G-box (Syngene) utilizando una exposicién de 800 ms.

111.2.11 Obtencion de cDNA

Partiendo de 1 ug de ARN total se realiz6 un tratamiento de DNAsa (NEB). Se
agreg6 1U/ul de enzima y se incub6 a 37 °C por 30 minutos. Se agreg6 1 ul de EDTA 50 mM
y pH (6,8) y se incubd a 75 °C por 15 minutos para terminar la reaccion.

La totalidad del ARN tratado fue incubado con una concentracion final de 0,3 uM de
oligo dT. Luego se utilizé la transcriptasa reversa M-MLV (NEB) de acuerdo al protocolo

incubando 45 minutos a 42 °C e inactivando la reaccion a 75 °C por 15 minutos.

11.2.12 Real time gPCR y primers

Se probaron varias diluciones de los cDNAs obtenidos en los ensayos de PCR
cuantitativa con el objetivo de encontrar las mejores condiciones de eficiencia de
amplificacion y valores de Ct. Los cDNAs obtenidos se utilizaron en diluciones 1/50 para
todos los tejidos y estadios de desarrollo.

Los ensayos contaron con triplicados bioldgicos y técnicos, y se midieron dos genes
de referencia en simultaneo para obtener mayor confianza en las mediciones. Los genes de
houskeeping escogidos fueron ubiquitina (UBI) y Elongation factor 1 alpha (EF1a) en base a
ensayos anteriores evaluando exclusivamente genes de referencia.

Las amplificaciones y mediciones fueron realizadas utilizando Master Mix (BIORAD)
y la cicladora MyCycler (BIORAD) manejada mediante el software iCycle (BIORAD). El
protocolo de la cicladora y los primers utilizados se presentan en el ANEXO II.

Las herramientas del software se utilizaron para evaluar las curvas de melting de las
reacciones y los datos de fluorescencia para cada punto de medicion fueron extraidos del
software para su evaluacién mediante el método de regresion lineal con el software
LinRegPCR (Ruijter et al., Nucleic Acids Research, 2009) y posteriormente graficados

utilizando el software GraphPad Software (Prism, Dotmatics).

11.2.13 Geles de agarosa para verificacion de qPCR

Geles de agarosa 2,5 % fueron utilizados para realizar electroforesis de los
productos de PCR Real time en su punto final. Se realizé la electroforesis a 100 V por 40

minutos. Se visualizaron los resultados con G-box (Syngene) y SnapGene (Dotmatics).

102



lll.3 Resultados
1ll.3.1 Efecto de la salinidad sobre la morfologia de las plantulas.

Las mediciones sobre plantulas revelan que todos los genotipos estudiados se ven
afectados por la presencia de NaCl en el medio (Figura Ill.1 y Figura II.2). Sin embargo, al
comparar la proporciéon de los cambios en cada cultivar se observa que Cahuil y Villarrica
presentaron una disminucion menos marcada del vastago frente a BO25 y Sajama. En todos
los casos la longitud de las raices se vio severamente afectada, siendo Sajama el genotipo
mas afectado. Al mismo tiempo, esta diferencia se traslada al cociente vastago/raiz, donde
Sajama es el unico genotipo que presenta una diferencia significativa en el aumento de su

cociente (Figura I11.1).

Vastagos Raices
6_ 6_ *kk
4 - = 4
5 5
] ] ﬂ ﬂ ﬂ
0- 0-
Ca BO25 Sj Vi Ca BO25 Sj Vi
VIRs
1,5 El Control
1L
— T = Sal
1,0 1 1
0,5
0,0-
Ca BO25 Sj Vi

Figura IlIl.1 Morfometria de plantulas de quinua sometidas o no a estrés salino (250 mM NaCl). Se
presentan las medidas de vastago y raiz (cm) y el cociente de ambos (V/Rs). Los resultados
significativos se encuentran indicados con asteriscos: (*) p < 0.05; (***) p < 0.001. Ca, Cahuil; Sj,

Sajama; Vi, Villarrica.
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Figura 1lIl.2 Plantulas de quinua luego de 7 dias de cultivo in vitro. Se presentan plantulas
representativas de los resultados obtenidos para los tratamientos en los genotipos de Cahuil y Villarrica

sometidas (derecha) o no (izquierda) a estrés salino. La escala se presenta en cada fotografia.

111.3.2 Expresién de LEA_3 (late embriogenesis abundant protein Lea5-like) y LEA_4

(late embriogenesis abundant protein ECP63-like) en plantulas de cuatro genotipos
de C. quinoa

Al analizar la expresion del mensajero codificante de la LEA_3 mediante RTqPCR se
encontré que ninguno de los cultivares utilizados mostré6 cambios significativos en su
expresion (Figura 111.3). Esto implica que, si bien existe un nivel de expresién basal para el

transcripto, este no responde a la situacion de estrés por salinidad en las plantulas de los
genotipos estudiados.
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Los resultados para LEA 4, en cambio, muestran una clara induccién por estrés salino
en distintos genotipos. A excepcion del cultivar Sajama, hay un aumento significativo en la
abundancia del transcripto en las plantulas sometidas a estrés salino. Se encontré una

diferencia de aproximadamente 13, 15y 40 veces de expresion para Cahuil, BO25y Villarrica,

respectivamente.
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Figura lll.3 Graficos de expresion relativa de los mensajeros correspondientes a la LEA_3 (arriba) y
LEA 4 (abajo) en plantulas de quinua de cuatro genotipos contrastantes en situacion control y
sometidas a 250 mM de NaCl. Se grafica el promedio del nivel de expresiéon acompafiado por su desvio
estandar. Las diferencias significativas se expresaron con * = p<0,05, ** = p<0,01, *** =p<0,001 (a =
0,05)

111.3.3 Expresion de LEA_3 y LEA_4 en tejidos de planta adulta

Para evaluar la expresion de las LEAs de interés en diferentes tejidos, plantas adultas
de quinoa sometidas a estrés salino (NaCl 500 mM) fueron cosechadas separando raiz, hojas
completamente desarrolladas e inflorescencias de las mismas. Para estos ensayos se
utilizaron plantas del genotipo BO25, un cultivar con comportamiento sensible en
experimentos de germinacion proveniente del centro-sur de Chile. Si bien también se planifico
inicialmente evaluar la expresion en tallo, este tejido presentd problemas a la hora de realizar

las mediciones, no pudiendo obtener resultados reproducibles.

La expresion de LEA 3 no mostré diferencias significativas en ninguno de los tejidos

al comparar los resultados de las plantas control con las tratadas (Figura 111.4).
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Figura l1l.4 Resultados de cuantificacién de LEA_3 en muestras de hojas, raices y flores de plantas
adulta de C. quinoa del genotipo BO25. A. Geles de agarosa 2,5 % de los productos finales de Real
Time para LEA_3. Se muestra el gen de interés arriba y el gen de housekeeping EF1-a abajo. Cada
columna representa una réplica biolégica. B. Graficos de expresion para el mensajero de LEA_3 en
hojas, raices y flores de planta adulta de BO25 en condiciones control y bajo tratamiento salino (500
mM NaCl). Se expresa la media del nivel de expresiéon normalizado respecto del gen de referencia

acompafado de su desvio estandar. Se presenta la media acompafiada de su desvio estandar (SD).

En cuanto al mensajero de la LEA_4, no se obtuvieron resultados que indiquen niveles
detectables del mismo en hoja. En raiz y flor, sin embargo, los mismos son detectados en
condiciones basales, siendo mas abundante en la inflorescencia (Figura Ill.5.B). Sin embargo,
el analisis de la expresion en geles de agarosa mediante una caracterizacién semicuantitiva
por RT-PCR de punto final sugiere una induccién de la expresion de LEA 4 en raiz. En cuanto
a la inflorescencia no se observa induccidon por estrés, pero los valores de expresion son
mayores que en los otros tejidos (Figura Il1.5.A). Esto sugiere que existe una tendencia de la
LEA 4 a expresarse en condiciones de estrés salino en raiz y que podria encontrarse en

niveles basales indetectables o ausente en situaciones control.
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Figura lll.5 Resultados de cuantificacion de LEA_4 en muestras de hojas, raices y flores de plantas
adultas de C. quinoa del genotipo BO25. A. Geles de agarosa 2,5% de los productos finales de Real
Time para LEA_4 de los tres tejidos evaluados en este trabajo. Se muestra el gen de interés arriba y el
gen de housekeeping EF1-a abajo. Cada columna representa una réplica bioldgica. By C. Niveles de
expresion de LEA_4 en situacion control y bajo estrés salino (500 mM NaCl) para raices (B) y flores (C)

de BO25. Se presenta la media acompafada de su desvio estandar (SD).

107



lll.4 Discusién y conclusiones

Una de las primeras dificultades que se hallaron para la cuantificacion de la expresion
de los genes de interés es la gran similitud de secuencia entre las secuencias
correspondientes al mismo grupo de ortdlogos. Esto impide utilizar oligonucleétidos que
discriminen entre las copias del gen presentes en C. quinoa. En el caso de la LEA_4 ocurre
algo similar. Inclusive en el reporte hallado que indica que la LEA_4 aumenta su expresion en
el plantas adultas sometidas a estrés por sequia (Morales et al., 2017), los oligonucleotidos

reportados no son especificos de una unica isoforma.

Los resultados obtenidos indican que la LEA correspondiente al grupo LEA 3 posee
una expresion basal en plantulas de quinua, pero no posee respuesta ante el estrés por
salinidad, independientemente del genotipo estudiado. En plantas adultas del genotipo
sensible BO25, se detectaron niveles de transcripto en hojas, raices e inflorescencias
independientemente del tratamiento con 500 mM de NaCl. En conjunto con resultados
preliminares de nuestro grupo analizando el genotipo tolerante Amarilla de Marangani (A.J.
Rizzo, 2016), esto indicaria que este gen responde de formas distintas dependiendo del
genotipo estudiado. Sera necesario extender este estudio a otros genotipos de quinua

caracterizados en su tolerancia al estrés salino para determinar si existe una correlacion.

Por otro lado, el mensajero correspondiente a la LEA_4 mostré un incremento de su
expresion en plantulas en tres de los cuatro cultivares evaluados al someterlos a un
tratamiento salino de 250 mM de NaCl, siendo Sajama el unico cultivar que no mostro
induccién de la expresion. Llamativamente, este genotipo proveniente de Bolivia pertenece a
la ecorregién del altiplano, mientras los otros tres cultivares, Cahuil, BO25 y Villarrica, tienen
su origen en tierras bajas de Chile. Notoriamente, Sajama fue la variedad mas afectada por el
estrés salino, en cuanto a la elongacioén de la raiz y a la relacion vastago/raiz, sugiriendo que
la expresion de LEA 4 en etapas tempranas del desarrollo de las plantulas podria tener un rol
en la tolerancia al estrés salino en los genotipos del nivel del mar. En el mismo sentido, la
LEA_4 mostrod, en los ensayos de estrés en plantas adultas del genotipo BO25, una induccion
de su expresion en raiz, y no en otros tejidos, apoyando un posible rol en los ecotipos del nivel

del mar relacionado con la capacidad de la raiz de tolerar el estrés.

Estos resultados indican presencia del transcripto en inflorescencias tanto en situacion
control como bajo tratamiento, y en raices de plantas bajo tratamiento salino. Esto sugiere que
el transcripto de LEA 4 podria inducirse por estrés salino en raices de quinua, particularmente
en las sensibles. No obstante, reportes previos (Morales et al., 2017) indican que al menos
una variante de este transcripto se expresa diferencialmente en hojas de plantas del genotipo

R49 sometidas a estrés por sequia.
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