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RESUMEN

El pimiento morrén (Capsicum annuum L.) es considerado una solanacea de importancia
econdmica y de gran valor nutricional. Sin embargo, su produccion puede estar limitada por
factores abidticos como la radiacion UV-B, que genera dafios y cambios morfologicos, fisioldgicos,
bioquimicos y moleculares. Los genomas de referencia con conjuntos de datos masivos de
transcriptomas de varias condiciones ambientales nos dan informacioén acerca de los eventos
moleculares que pueden proveer pistas para inferir sobre procesos fisioldgicos que podrian
contribuir a la adaptacion del cultivo. Los cambios moleculares se pueden medir con la técnica
ARN-Seq, que permite identificar y medir cambios en la expresion génica, proporcionando
informacion sobre los genes que participan en la respuesta al estrés.

Sin embargo, se han publicado pocos perfiles de expresion génica para examinar los mecanismos
de respuesta a estrés ambiental en pimiento. Por lo que el objetivo de esta investigacion fue
determinar el perfil de los genes que se expresan en el pimiento morrdn (C. annuum L.) en respuesta
al estrés por radiaciéon UV-B, para ello, se obtuvieron datos de secuenciacion masiva de ARN de
muestras de tallo de plantas C. annuum cv. Cannon, a las 0, 3 y 25 h después de exposicion a
radiacion UV-B. Los datos de secuenciacion masiva obtenidas por ARN-seq se procesaron con los
programas bioinformaticos: Fastq joiner, Fastq interlacer, FastQC, Trimmomatic, Hisat2, HTSeq-
count, Deseq2, R Studio, las plataformas PantherGO y KEGG. Mediante dichos programas se
verifico y filtro la calidad de las secuencias, se mapearon con un genoma de referencia, se
cuantificaron e identificaron los genes diferencialmente expresados y se realizé la ontologia de
genes y anotacion funcional.

Como resultado se obtuvieron un total de 141 y 118 genes expresados diferencialmente a las 3 y
25 h, segtin la metodologia estadistica de distribucion binomial negativa y una correcciéon FDR (a
=0.05 y LFC = £1.5). La anotacion funcional se realizd con un andlisis estadistico basado en la
prueba de Fisher y ajuste FDR (a = 0.05), indicando que los genes estan asociados con el ritmo
circadiano de la planta, metabolismo de tiamina, metabolismo de sulfuro, procesamiento de
proteinas en el reticulo endoplasmatico, fotosintesis, endocitosis y espliceosoma. Se observéd que
los genes estan relacionados con funciones como senalizacion del estrés, respuesta a estimulos y

regulacion de la funcion bioldgica. Se puede asumir que el tratamiento de 3 h tiene comportamiento
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de respuesta temprana al estrés.

Palabras claves: Capsicum annuum, luz ultravioleta-B, transcriptoma, rutas metabolicas.
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ABSTRACT

The bell pepper (Capsicum annuum L.) is considered a solanacea of economic importance
and with great nutritional value. However, its production may be limited by abiotic factors such as
UV-B radiation; wich generates damage and morphological, physiological, biochemical and
molecular changes. High-quality reference genomes with massive datasets of transcriptomes from
various conditions give us information about molecular events that can provide clues to infer about
physiological processes wich could help to the adaptation of the crop. Molecular changes can be
measured with the RNA-Seq technique, that allows to identify and measure changes in gene
expression, providing information on the genes that participate in response to stress. However, few
global gene expression profiling datasets have been published to examine the environmental stress-
resistant mechanisms in peppers. Therefore, the aim of this work was to determine the functions of
the genes that are expressed in bell pepper (C. annuum L.), in response to stress by UV-B radiation.
Massive RNA sequences were obtained from stem samples of Capsicum annuum cv. Cannon,
subjected to stress (UV-B radiation) at 0, 3 and 25 h. These sequences were worked with the
following programs: Fastq joiner, Fastq interlacer, FastQC, Trimmomatic, Hisat2, HTSeq-count,
Deseq2 and PantherGO platform and KEGG platforms. With these tools the qualliy of the
sequences were verified and filtered, then mapped with a reference genome, then genes were
quantified, differentially expressed genes were quantified, subsequently there were made gene
ontology and functional annotation. In our study, we found 141 and 118 differentially expressed
genes were obtained for 3 and 25 h, based on the statistical methodology of the negative binomial
distribution and an FDR correction (o= 0.05 and LFC= £1.5). The functional annotation was
performed with a statistical analysis based on the Fisher test and FDR adjustment (a=0.05),
indicated that most genes are associated with circadian rhythm, thiamine metabolism, sulfur
metabolism, protein processing in endopasmatic reticulum, photosynthesis, endocytosis and
spliceosome. It was observed that genes are related to functions such as stress signaling, response
to environment and regulation of biological function. We can assume that the treatment from 3 h

has early response behavior.

Key words: Capsicum annuum, ultraviolet-B light, transcriptome, metabolic pathways.
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1. INTRODUCCION

Las plantas estan expuestas a diferentes tipos de alteraciones en su ambiente, que se
conocen como estrés. El estrés en plantas puede disminuir la calidad de los cultivos, reducir la
produccion y amenazar la seguridad alimentaria. Las plantas responden al estrés abiotico a través
de reacciones dinamicas y complejas que se acompainan de cambios moleculares, celulares y
fisiologicos en los tejidos vegetales (Zhu, 2016).

En estos tipos de condiciones adversas, las plantas producen varios tipos de metabolitos primarios
y secundarios para protegerse. El metabolismo primario se refiere al resultado de varias reacciones
quimicas catalizadas por enzimas y proporciona a las células la energia y las macromoléculas
indispensables para la construccion de las células tales como las proteinas, los polimeros
estructurales, azlicares o carbohidratos, que se producen como resultado de la fotosintesis y el
ADN. Estos metabolitos primarios se producen por lo general durante el crecimiento exponencial
del micelio (Roussos & Perraud-Gaime, 1996). Por otra parte, los metabolitos secundarios, son los
ya que no intervienen directamente en su metabolismo, o al menos, no se conoce con profundidad
su funcion en la planta y se asume que se emplean como mecanismo de defensa. Entre estos,
pertenecen a diferentes grupos como son: aceites esenciales, alcaloides, cumarinas, esteroides,
fenoles, flavonoides, entre otros (Paumier et al., 2018; Pinnard et al., 2019).

Tanto los metabolitos primarios como los secundarios juegan un papel importante durante las
condiciones de estrés (calor, sequia, salinidad, genotdxicas, frio, radiacion ultravioleta). Una
respuesta multigénica se activa durante la progresion de estos estreses en las plantas lo que
estimulan cambios en diversas moléculas de sefializacion, aminoacidos, proteinas, metabolitos
primarios y secundarios. El metabolismo de las plantas, entre otros factores, se ve perturbado por
la inhibicion de las enzimas metabolicas, la escasez de sustratos, el exceso de demanda de
compuestos especificos o una combinacion de estos factores (Singh et al., 2020)

Un estrés ambiental de gran importancia es la radiacion ultravioleta tipo B (UV-B), la cual tiene
un rango de longitud de onda de 280-315 nm. Las plantas perciben los rayos UV-B como una senal
ambiental y un posible factor de estrés abiotico que afecta el desarrollo y la aclimatacion, pudiendo
ocasionar cambios en la expresion génica, la cual puede inducir cambios a niveles moleculares,

metabolicos, morfologicos y fisiologicos en plantas; tal como la regulacion de la fotomorfogénesis,
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incluida la inhibicion del alargamiento del hipocotilo, la expansion del cotiledon y la acumulacion
de flavonoides Por otra parte, la luz UV-B de alta intensidad también puede dafiar las plantas al
alterar el ADN, desencadenar la acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ERO’s) y la
alteracion la fotosintesis, ocasionando dafios en los fotosistemas I y II (Shi & Liu, 2021)

No obstante, también las plantas pueden encender o acelerar rutas metabolicas para producir
compuestos de defensa contra el estrés oxidativo ante la produccion excesiva de ERO’s, tales como
los flavonoidesque se acumulan bajo el estrés de los rayos UV-B para prevenir o limitar dicho
dafio. Para promover la biosintesis de compuestos flavonoides que mejoran la tolerancia al estrés
por UV-B (Shi & Liu, 2021).

De esta manera, el estudio de los procesos moleculares y bioquimicos que ocurren en las plantas
sometidas a estrés resulta de gran relevancia para descifrar los mecanismos de respuesta inducidos
por condiciones poco favorables. Para comprender las respuestas de las plantas al estrés abidtico,
se han aplicado diversos enfoques de mejoramiento de cultivos, desde métodos tradicionales de
mejoramiento hasta diversos métodos émicos, como la secuenciacion de nueva generacion (NGS)
(Yang et al., 2021).

Desde el desarrollo de NGS, el transcriptoma se ha estudiado ampliamente para comprender los
mecanismos moleculares por los que las especies de plantas se adaptan a su entorno. Actualmente,
los analisis de datos de transcriptomas de plantas se realizan en varios organismos en diversas
condiciones, incluida la exposicion a estreses abidticos. La mayoria de los estudios de
transcriptomas que involucran estreses abioticos se han realizado en plantas modelo, con algunos
estudios que examinan cultivos tratados con uno, dos o mas estreses diferentes en una determinada
etapa de desarrollo de la planta (Coolen et al., 2016; Kang & Yeom, 2018). Por lo tanto, se han
realizado andlisis de transcriptomas comparativos limitados para plantas no modelo y de
importancia economica que responden a diferentes estreses abidticos.

El pimiento (Capsicum annuum L.), perteneciente a la familia de las solandceas, es uno de los
cultivos de mayor importancia econémica a nivel mundial. Durante las ultimas dos décadas, la
produccion y el cultivo de chiles ha aumentado constantemente en todo el mundo, alcanzando 3.8
millones de hectareas de tierra para cultivo y 40.7 millones de toneladas de pimientos producidos
en 2018 (FAO, 2018).

Recientemente, se han publicado multiples genomas y transcriptomas de pimiento de referencia;

estos conjuntos de datos pueden usarse para obtener abundante informacion sobre los rasgos de
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mejoramiento de los pimientos (Kim et al., 2017; Kang et al.,2016). Los genomas de referencia de
alta calidad con conjuntos de datos masivos de transcriptomas de diversas condiciones pueden
proporcionar pistas sobre los rasgos agrondémicos deseables de produccion. Ademas, asi como otros
cultivos, los pimientos se ven amenazados por diversas condiciones ambientales debido a
diferentes patdgenos y estreses abioticos. Sin embargo, se han publicado pocos conjuntos de datos
de perfiles de expresion génica global para examinar los mecanismos de resistencia al estrés
ambiental en los pimientos. Se requieren analisis completos de transcriptomas en condiciones tan
diversas para obtener una amplia variedad de perfiles de expresion génica e identificar las
complejas redes de la expresion génica. Por lo que el objetivo de este estudio fue relacionar los
genes de expresion diferencial de tallos de plantas de pimiento (Capsicum annuum L.) con las vias
moleculares que conducen a la aclimatacion de C. annuum L. al estrés por radiacion ultravioleta B
(radiacion UV-B).

En esta investigacion, se reportan los analisis de secuenciacion masiva del ARN (ARN-seq) de
tallos de plantas de pimiento sin exposicion (tiempo cero, control) y expuestos a dos periodos de
radiacion UV-B (3 h posteriores al inicio del tratamiento con UVB y 25 h después de iniciado el
primer tratamiento y 1 h después de haber concluido un segundo tratamiento).

Se construyeron bibliotecas de ARN-seq de las tres muestras de ARN que contenian dos réplicas
bioldgicas por tratamiento (0, 3 y 25 h) . Se encontraron genes expresados diferencialmente y se
hizo un analisis de enriquecimiento de ontologia génica. Los analisis de los datos del transcriptoma
en estudio proporcionan informacion basica util para identificar genes clave en respuesta a este
estrés que en un futuro permitan un mejor manejo agrondémico del cultivo de pimiento en

condiciones de estrés por radiacion UV-B
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2. ANTECEDENTES

2.1 Capsicum annuum

Capsicum annuum es una especie perteneciente a la familia Solanaceae, en la cual se agrupan
cultivos de gran interés alimenticio, como la papa y el tomate (Tiwari et al., 2013; Martinez-
Bastidas, 2017). Existen alrededor de 30 especies de Capsicum sp., y 5 de ellas son especies
domesticadas (C. annuum, C. baccatum L., C. chinese Jacq., C. frutescens L. y C. pubescens Ruiz
& Pav). (Pacheco-Olvera et al.,, 2012; Chunthawodtiporn et al., 2018). El fruto de C. annuum
presenta una amplia variedad de tamafos y colores, como rojo, amarillo y naranja. Su uso es
principalmente para alimentacion en fresco y deshidratado, los frutos frescos del pimiento morron
son buena fuente de vitamina C, vitamina E y carotenoides. Los frutos de pimiento se caracterizan
por su sabor agradable, con cierto dulzor y un picor muy ligero en comparacion a otros chiles
(Matsufuji et al., 2007; Martinez-Bastidas, 2017). Los principales productores de C. annuum son
China (18,214,018 ton), México (3,379,289 ton) y Turquia (2,554,974 ton) (Figura 1).

El consumo anual per cépita de chile en México es de 18.4 kg, y los estados de mayor produccion
son Sinaloa, con 858,544 ton, Chihuahua, con 676,463 ton y Zacatecas, con 423,757 ton (SIAP,
2018).

A pesar del control que se tiene sobre algunos factores del cultivo de pimiento, su rendimiento
puede ser severamente reducido por estrés tanto bidtico, como abidtico (Martinez-Bastidas, 2017,

Aidoo et al., 2018).
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Paises con mayor produccion de chile en 2018
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Figura 1. Paises con mayor produccién de chile en el afio 2018, seguin FAOSTAT (2018).

2.2. Estrés Ambiental en Plantas

Las plantas son frecuentemente expuestas a condiciones externas a ellas que pueden afectar su
crecimiento, desarrollo y produccion. A estas condiciones se les conocen como estrés, el cudl se
puede clasificar como bidtico y abiotico (Bray et al., 2000; Buchanan et al, 2015). El estrés bidtico
es el producido por otros organismos, tales como plantas parasitas, hongos, virus y bacterias. Por
otro lado, el estrés abiotico es el que puede ser causado por factores fisicos o quimicos, como
exceso de salinidad, metales pesados, altas o bajas temperaturas, inundacion, sequia, radiacion
solar excesiva, dafios mecanicos, entre otros (Kyoro et al., 2012).

El estrés desencadena un amplio rango de respuestas en plantas, como alteraciones en la expresion
génica y el metabolismo celular hasta cambios en tasa de crecimiento y rendimiento del cultivo.
Los mecanismos de resistencia al estrés pueden ser agrupados en dos categorias generales:
mecanismos de evasion, que previenen la exposicion al estrés, y mecanismos de tolerancia para
resistir el estrés (Buchanan et al., 2015; Ledn-Chan, 2017). Un ejemplo de ello son las plantas
xerofitas, que toleran el déficit de agua gracias a sus caracteristicas morfologicas que facilitan su

supervivencia bajo condiciones aridas, o las plantas efimeras que evitan la sequia germinando y
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completando su ciclo de vida s6lo cuando hay agua disponible. Estos mecanismos constituyen
adaptaciones, es decir, mejoramientos evolutivos que mantienen estables a las poblaciones de
organismos. Otro mecanismo de resistencia es la aclimatacion, que es el ajuste de cada organismo
en repuesta a factores ambientales cambiantes, en donde el organismo altera su homeostasis, para
adecuarse a los factores externos (Buchanan et al., 2015).

La duracion, severidad y el rango en el cual el estrés es impuesto influencia como va a ser la
respuesta de la planta. Las plantas responden al estrés a través de una variedad de mecanismos,
donde muchos factores determinan como van a responder las plantas ante el estrés ambiental, como
el genotipo y las condiciones de desarrollo de la planta, la duracion y severidad del estrés, el nimero
de veces que la planta es sujeta al estrés y cualquier otro aditivo o efecto sinérgico de multiples
estreses (Buchanan et al., 2015; Le6én-Chan, 2017). La falla para compensar el estrés severo puede

resultar en la muerte celular (Figura 2).

Estrés ambiental

Caractepnstlcas[ Severidad ] [ Dimracics ] [ Nimero de ][ Combinacion ]
del estrés I
exposiciones de estreses
f]rganoo
tefido en
cuestion
Caracteristicas
de la planta : Estado de
SEmne desarrollo
Respuesta [ Resistencia ] [ Susceptibilidad ]
-w -w

Resultado [ Supervivencia ] l Muerte |

v desarrollo

Figura 2. Factores que pueden determinar la respuesta de la planta ante el estrés ambiental,
modificado de Buchanan et al. (2015).
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Las plantas responden al estrés a nivel celular y a nivel de organismos completos. Una respuesta al
estrés es iniciada cuando la planta reconoce el estrés a nivel celular. La planta recibe el estrés o
conjunto estreses y son reconocidos por la planta. Después del reconocimiento, activa las rutas de
transduccion de sefales que transmiten la informacién entre células individuales y a través de la
planta. Por ultimo, los cambios en la expresion génica son integrados en una respuesta para
modificar su crecimiento y desarrollo. Por lo que la transduccion de sefiales ambientales resulta
tipicamente en la alteracion de la expresion de genes a nivel celular, el cual puede influenciar el
metabolismo y el desarrollo de la planta completa (Figura 3). Estos cambios inducidos por el estrés
en el metabolismo y desarrollo pueden ser atribuidos a los patrones alternados de la expresion

génica (Buchanan et al., 2015).
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Figura 3. Esquema general del reconocimiento del estrés en plantas, transduccion de sefiales y su
respuesta a través de la planta, modificado de Buchanan ef al. (2015).

En respuesta al estrés, algunos genes muestran incremento en la expresion, mientras otros son

reprimidos. Las proteinas producto de los genes que responden al estrés se suelen acumular como
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respuesta a condiciones desfavorables. La funcion de estas proteinas y los mecanismos que regulan
su expresion son un tema central de investigacion en la fisiologia del estrés. Sin embargo, la
mayoria de estudios se han enfocado en la activacion transcriptomica de la expresion de genes
(Buchanan et al., 2015).

Dependiendo del cultivo, los estreses bidtico y abidtico pueden reducir en promedio del 65-87%
de la productividad. La aplicacion de técnicas de mejoramiento y biotecnologia pueden potenciar
la tolerancia al estrés proveyendo beneficios economicos. Usando técnicas de biologia molecular,
los investigadores han descubierto respuestas de plantas al estrés asociadas con la exposicion de
un estrés abiotico especifico. Muchos genes asociados a las cascadas de transduccion de sefiales en
mamiferos, como proteinas cinasas, enzimas relacionadas con fosfolipidos, receptores de kinasas
y proteinas G, también estan presentes en plantas. Sin embargo, muchas preguntas siguen sin
contestarse, la mayoria de los mecanismos en los cuales las plantas perciben el estrés abidtico no
han sido elucidados. El progreso en ésta area, mejorara conocimiento en la percepcion del estrés y

los eventos de transduccidn substanciales (Buchanan et al., 2015).

2.3. Radiacion Ultravioleta-B

El término ultravioleta (UV) significa “mas alld del violeta” y se refiere a la radiacion
electromagnética con una longitud de onda mas corta que la luz violeta visible, pero no mayor que
los rayos X. La radiacion entre el espectro UV puede ser dividida por su longitud de onda en UV-
C (200-280 nm), UV-B (280-320 nm) y UV-A (320 -400 nm) (Figura 4). Una propiedad importante
de la radiacion UV que la separa del espectro de luz visible es que la luz UV puede ionizar
moléculas e inducir reacciones quimicas (Maverakis et al., 2010).

Cuando la frecuencia de las ondas de luz incrementan, los fotones emitidos también aumentan, por
lo que una longitud de onda mas corta que UV-A, como UV-B posee mucha mas energia que UV-

A (Maverakis et al., 2010).
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Figura 4. Espectro electromagnético de radiacion ultravioleta, dividido en UV-C, UV-B y UV-A,
modificado de Maverakis et al. (2010).

En la atmoésfera terrestre, el ozono (O3), dioxigeno (02) y el vapor de agua (H20) filtran
selectivamente la radiacion UV-C y UV-B. Debido a esto, la radiacién UV-A es la que alcanza a
llegar mas a la Tierra (Figura 5). La radiacion UV-C practicamente no penetra la atmosfera y la
radiacion UV-B es absorbida por la capa de ozono ~90% dependiendo de la localizacion geografica
y hora del dia, cerca de un 90% de UV-B y practicamente nada de UV-C son absorbidas por O3,
02 y H2O en la atmosfera terrestre. A pesar de que llega poca radiacion UV-B a la superficie
terrestre, esta tiene mayor energia que la UV-A, siendo suficiente para ocasionar daios a los

organismos (Maverakis et al., 2010).

24



Atmosfera

H,0 H,0

Figura 5. Capacidades de penetracion de radiaciones UV-A, UV-B y UV-C en la atmosfera
terrestre, modificado de Maverakis et al. (2010).

2.4. Estrés por Radiacion Ultravioleta-B

Dentro de los factores abidticos ambientales que pueden ocasionar estrés en las plantas, se
incluyen: las temperaturas extremas (frio/calor extremo), sequia o exceso de agua y la radiacion
ultravioleta B (UV-B). Las plantas son vulnerables a radiacion UV-B debido a que la luz solar es
indispensable para realizar la fotosintesis, la cual es imprescindible para su supervivencia. Este tipo
de estrés afecta aspectos de la biologia vegetal, como la reduccion del area foliar, retraso en el
crecimiento de tallos y disminucion de la biomasa total de la planta. A nivel celular, ocasiona la
inhibicién de la fotosintesis (disrupcion de los centros de reaccion PSII), dafio a los pigmentos
fotosintéticos (clorofila y carotenoides) y funcion estomatica (intercambio gaseoso). A nivel
molecular, dafio a la estructura y funcion de los &cidos nucleicos (ruptura del ADN y formacion de
dimeros de timina), activacion y foto-desactivacion de moléculas de sefializacion, como hormonas
y fotoreceptores, que ocasionan un efecto en el crecimiento y desarrollo en las plantas. La radiacion

UV-B también puede inducir la actividad de enzimas que regulan la sintesis de flavonoides
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importantes en la tolerancia al estrés en las plantas; incluso, la luz UV-B puede intensificar los
efectos adversos de algunos patdégenos, como hongos sobre las plantas. Estos dafios a nivel
fisiologico se relacionan con cambios en la expresion de genes que son inducidos por la radiacion
UV-B. Las plantas pueden responder y adaptarse a este tipo de factores ambientales, activando
diferentes rutas de sefalizacion. La mayoria de las sefiales extracelulares se unen a receptores
especificos en la superficie de la membrana celular, los cuales actian como transductores de sefiales
convirtiendo las sefiales extracelulares en sefiales intracelulares propiciando una respuesta por parte
de la célula. Un mecanismo importante de transduccion de senalizacion de las plantas es a través
de proteinas G (Martinez-Bastidas, 2017).

Respecto al estrés por radiacion UV-B en pimiento, se han realizado diversos estudios, como el de
Lai et al. (2011), donde evaluaron mediante polimorfismos de longitud de fragmentos de ADN
complementario amplificado (siglas en inglés cDNA-AFLP) la expresion génica diferencial de C.
annuum expuestos a irradiacion UV-B, encontraron que algunos de los fragmentos derivados de
los transcritos estaban en respuesta / relacionados con el estrés UV-B, incluida la anhidrasa
carbonica, la proteina dependiente del calcio, la proteina similar a la tionina, la proteina bzip, entre
otras. En particular, se clon6 la proteina de union a clorofila a / b (Capcab) que respondia al estrés
UV-B. Se concluy6 que Capcab podria desempefiar un papel protector en la planta anti-UV-B y
mantener la tasa fotosintética bajo estrés UV-B.

Por otro lado, Leon-Chan et al. (2017) analizaron el contenido de clorofila, carotenoides y
compuestos fenolicos en respuesta a bajas temperaturas, radiacion UV-B, y la combinacion de estos
dos estreses. Obtuvieron que la mayor acumulacion de dafio en clorofila fue con la combinacion
de los dos estreses y que UV-B indujo mayor concentracion de flavonoides totales que el estrés por
bajas temperaturas. Consiguientemente, Leén-Chan et al. (2020) investigaron la expresion
temporal de cinco genes relacionados con la biosintesis de antocianinas en tallos de pimiento
sometidos también a bajas temperaturas, luz UV-B y su combinaciéon. Sin embargo, sugieren que
la expresion génica fue mas influenciada por la temperatura baja que por la radiacion UV-B.

Por otra parte, Martinez-Bastidas et al. (2018) analizaron estos genes en tallos y raices de pimiento
morron también sometido a radiaciéon UV-B. Encontraron que los genes que codifican para las
subunudades que conforman las proteinas G heterotriméricas que se sobreexpresaron en tallos de
Capsicum annuum L. fueron CaGal y CaGp1.

Otro trabajo donde utilizaron la radiacion UV-B en chile fue el llevado a cabo por Rodriguez-

26



Calzada et al. (2019), en el que notaron que la produccion de flavonoides aumentaron bajo el

tratamiento UV-B, aumento niveles de 4cido clorogénico, apigenina y luteolina en hojas, y también

expreso genes de fenilalanina amonio liasa (PAL) y de chalcona sintasa (CHS).

En un estudio llevado a cabo por Martinez-Bastidas (2017), realizaron un analisis transcriptdémico

de pimiento bajo estrés por UV-B, donde encontraron expresion de genes asociados a la respuesta

al estrés oxidativo, fotosintesis, regulacion de la transcripcion y que algunos de los genes estan

relacionados a moléculas de transduccion de sefiales como proteinas G. Algunos genes que reportan

como diferencialmente expresados en pimiento y en otras plantas en respuesta a UV-B se muestran

en el Cuadro 1. Sin embargo, recomiendan que es necesaria una evaluacion de los genes mediante

RT-qPCR para validar sus resultados.

Cuadro 1 Genes diferencialmente expresados en plantas de pimiento irradiadas con UV-B,
relacionadas con la respuesta a UV-B en otras plantas de Martinez-Bastidas (2017).

ID del Gen Funcion Valor P Log: Fold Anotacion GO
Change
LOC107863844 ~ Lroteinaderespucstaa 561340 4 g5 Respuesta a auxinas
auxinas
LOC107866851 Ublq“mnTaLEzg ligasa A 000428 1,86 Actividad ligasa
ABA y proteina de estrés
LOC107860006  ambiental inducible tipo  0,000079 1,7 Respuesta a estrés
TAS14
Probable factor de Actividad como factor
LOC107860501 transcripcion 3 WRKY 0,002236 1> de transcripcion
LOC107864929  Glutation peroxidasa ~ 0,024915 1,21 Respuesta a estres
oxidativo
LOC107864568 Proteina tipo isoflavona- 0,049803 1,56 Respuesta a estrés

reductasa

oxidativo

2.5 Respuesta al Estrés UV-B

La percepcion de la radiacion ultravioleta-B (UV-B), un componente de la luz solar, regula la
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fotomorfogénesis, incluida la inhibicion de la elongacion del hipocotilo, la expansion del cotiledon
y la acumulacion de flavonoides (Kim et al., 1998; Kliebenstein et al., 2002; Favory et al., 2009;
Wargent et al., 2009; Yadav et al., 2020). Sin embargo, los rayos UV-B continuos de alta intensidad
y longitud de onda completa dafian las plantas y provocan un crecimiento y desarrollo anormal, lo
que se denomina estrés UV-B. El estrés UV-B afecta la sintesis y replicacion del ADN al formar
dimeros de pirimidina, lo que resulta en una variacion hereditaria (Britt, 1995).

Ademas de causar dafio directo al ADN, la radiacién UV-B forma especies reactivas de oxigeno,
lo que resulta en estrés oxidativo y oxidacion de lipidos y proteinas. Demasiada UV-B causa la
muerte celular, lo que resulta en marchitez, coloracion amarillenta y crecimiento anormal. El estrés
UV-B también afecta la fotosintesis (Kliebenstein et al., 2002; Frohnmeyer y Staiger, 2003; Favory
et al., 2009; Hideg et al., 2013). Con una exposicion mas prolongada a la irradiacion UV-B, el
rendimiento cuantico maximo del fotosistema II (Fv / Fm) disminuye continuamente (Sztatelman
etal., 2015). Para limitar y reparar el dafio inducido por los rayos UV-B y promover la aclimatacion
a dicho estimulo, las plantas perciben los rayos UV-B e inducen respuestas protectoras para reparar
el dafo del ADN, desintoxicar las especies reactivas del oxigeno y reducir la exposicion celular a
los rayos UV-B. Estudios en mutantes de 4. thaliana defectuosas en las vias de reparacion del
ADN, tales como las de resistencia a uv 1 (uvr-1), uvr2, uvr3 y de hipersensibilidad auv 1 (uvhl),
han identificado muchos factores que participan en la respuesta UV-B de la planta. Las plantas
previenen o limitan el dafio inducido por los rayos UV-B mediante el despliegue de defensas
antioxidantes y la acumulacion de flavonoides "protectores solares", incluidos el flavanol, las
antocianinas y las proantocianidinas. De hecho, los tamizajes de mutantes también identificaron
mutantes defectuosos en la biosintesis de acido ascorbico (vitamina C defectuosa 1, vicl), o en la
biosintesis de flavonoides y &cido hidroxicindmico (testa transparente 4 y 5, tt4 y tt5), que son
defectuosos en la sintesis de flavonoides; UV- sensible, UVS, que es deficiente en la sintesis de
kaempferol; acido ferulico hidroxilasa 1, fah1, que es deficiente en la sintesis de ésteres de sinapato;
y tolerante a UV 1, UVTLI, que tiene un ARNm elevado de chalcona sintasa (CHS) (Kliebenstein
et al., 2002).

Se requiere un fotorreceptor UV-B para las respuestas a UV-B, incluida la fotomorfogénesis a UV-
B y la tolerancia al estrés al UV-B (Rizzini et al., 2011; Tilbrook et al., 2013; Jenkins, 2014). Los
tamizajes con mutantes identificaron diversos fotorreceptores de UV-B en Arabidopsis, tales como

UV RESISTANCE LOCUS 8 (UVRS), y UVRS (Kliebenstein et al., 2002; Rizzini et al., 2011).
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UVRS se compone de 440 aminoacidos, con siete dominios de hélice beta con palas dispuestos
para formar una estructura de anillo. En ausencia de UV-B, el mondémero UVRS puede formar un
puente salino a través de interacciones electrostaticas entre aminoacidos cargados en la superficie
para formar un homodimero. Hay 13 triptéfanos en el dominio central de UVRS, 7 de los cuales se
encuentran en la interfaz homodimérica, mientras que el Trp 285 y Trp 233 funcionan como
cromoéforos para la percepcion de UV-B (Christie et al., 2012; Wu et al., 2012).

La irradiacion UV-B no afecta la abundancia de proteinas UVRS; mas bien, después de la
exposicion a UV-B, Trp 233 y Trp 285 de UVRS produciran transferencia de electrones y
destruirdn el puente salino del dimero de UVRS, haciendo que UVRS se convierta en la forma de
monomero activo, que se enriquece en el nicleo donde activa las respuestas de UV-B (Kaiserli y
Jenkins, 2007; Rizzini et al., 2011; Christie et al., 2012; Wu et al., 2012). La redimerizacion de
UVRS es promovida por proteinas REPRESORAS DE FOTOMORFOGENESIS UV-B (RUP) con
repeticiones WD40 (Gruber et al., 2010; Heijde y Ulm, 2013). Los transcritos de RUP son
inducidos por UV-B y las proteinas de RUP pueden interactuar fisicamente con UVR8 y mediar la
re-dimerizacion de UVRS, a fin de regular negativamente la transduccion de sefiales de UV-B
(Gruber et al., 2010; Heijde & Ulm, 2013). FOTOMORFOGENICO CONSTITUTIVO1 (COP1)
es una ubiquitina ligasa E3 y es fundamental para muchas de las vias fotomorfogénicas reguladas
por varios fotorreceptores. La interaccion dependiente de UV-B entre UVR8 y COP1 no solo es un
mecanismo clave para la sefializacion de UV-B, sino que también es esencial para la acumulacion
nuclear de UVRS en respuesta a UV-B (Favory et al., 2009; Qian et al., 2016; Yin et al., 2016).
UVRS también regula los factores de transcripcion MYB DOMAIN PROTEIN 73/77 (MYB73 /
MYB77), MYB DOMAIN PROTEIN 13 (MYB13), WRKY DNA-BINDING PROTEIN 36
(WRKY36), BRI1I-EMS-SUPPRESSOR1 (BES1), BES1-INTERACTING MYCLIKE 1 ( BIM1)
y FACTOR DE INTERACCION FITOCROMO 4 (PIF4) y PIF5 para regular directamente la
transcripcion y la fotomorfogénesis (Liang et al., 2018; Yang et al.,2018; Sharma et al., 2019; Qian
et al., 2020; Tavridou et al., 2020; Yang et al., 2020).

Muchos reportes han revelado los mecanismos de cémo las plantas toleran el estrés UV-B. Estas
respuestas moleculares incluyen la regulacion directa de la biosintesis de flavonoides por factores
de transcripcion como HIPOCOTILO 5 ELONGADO (HYS), BES1 y MYB DOMAIN PROTEIN
11/12/13/111 (MYBI11 / 12/13/111) (Liang et al., 2020; Qian et al., 2020), la regulacion de la
transcripcion HY'S y la estabilidad de la proteina HY 5 (Ulm et al., 2004; Oravecz et al., 2006; Jiang
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etal., 2012; Binkert et al., 2014; Yang et al., 2018; Ren et al., 2019) y la regulacion de las proteinas
quinasas activadas por mitogenos (MAPK) y ATM- y RAD3-RELATED (ATR) independientes
de UVRS8 (Gonzalez et al., 2011; Gonzalez & Ulm, 2013 ). Mejorar la redaccion de estos ultimos
parrafos, hay informacion pero esta desconectada y hay que enfatizar mejor el papel de lo que se

sabe.

2.6 Expresion Génica

Las respuestas de las plantas al estrés estan mediadas por cambios profundos en la expresion génica
que resultan en cambios en la composicion del transcriptoma, el proteoma y el metaboloma de la
planta (Narad & Kirthanashri, 2018).

La expresion génica es la manifestacion de la informacion contenida en el ADN, la cual es transcrita
(generacion de ARNm y no codificante) y traducida (generacion de proteinas) con base a la
informacion contenida en el ARNm. De manera continua, los organismos eucariotes se enfrentan
a condiciones ambientales variadas y adversas, por lo que han desarrollado mecanismos
moleculares que les permiten tener patrones de expresion génica complejos. Esto les permite
responder a los estimulos que perciben, si es que poseen los elementos necesarios para realizarlo
(Alberts et al., 2015).

El andlisis de la expresion génica se basa en la cuantificacion de los transcritos (ARN) del gen o
genes de interés bajo una condicion dada. Para ello, se hace uso de técnicas que permiten la
amplificacion exponencial del gen de interés de manera especifica, lograndose las concentraciones
necesarias de transcritos para ser detectados por las tecnologias existentes (Heid ef al., 1996).

La caracterizacion completa y el analisis global de la expresion génica en una célula o tejido, aun
sin ninguna informaciéon gendmica previa, es ahora posible a través de la implementacion de la
secuenciacion de ADNc, o mas recientemente de la secuenciacion directa de ARN, tecnologia
conocida como ARN-seq (Wang et al., 2009; Garber et al., 2011; Egan ef al., 2012; Ward et al.,
2012).

El ARN-seq es una herramienta transcriptomica actual que esta fundamentada en la secuenciacion

de ADNc. En esta tecnologia se captura el ARN total o ARNm, el cual se fragmenta y convierte en
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una libreria de ADNc. Uno de los pasos fundamentales es la obtencion de un ARN de buena calidad
que represente todos los transcritos que se producen en la condiciéon y tejido de estudio. Para el
aislamiento del ARN con frecuencia se emplean kits de extraccion de ARNm, que aplican la
captura a partir de la cola poly(A) (Ward ef al., 2012). La fragmentacion del ARN o del cDNA se
realiza o bien por nebulizacion, por digestion con enzimas de restriccién o a través del uso de
cationes divalentes bajo condiciones de presiones elevadas (Wang et al., 2009). Generalmente el
fraccionamiento se realiza posteriormente a la sintesis de ADNc. Esta sintesis se realiza con
procedimientos estandares bien establecidos para la mayoria de organismos que hacen uso de la
enzima transcriptasa reversa (Soto & Lopez., 2012).

Para la secuenciacion masiva, la tecnologia de Solexa/lllumina se basa en el principio de
amplificacion en puente y el uso de marcaje por fluorescencia de nucledtidos modificados como
terminadores (Metzker, 2010). En esta tecnologia, uno de los adaptadores de los extremos de los
fragmentos de ADN o ADNc se liga complementariamente a oligonucle6tidos adheridos a una
superficie solida o flow cell. Estos oligonucledtidos hardn las veces de primers o cebadores sentido
o antisentido, y crean puentes que favorecen la amplificaciéon. Los amplicones permaneceran
adheridos y luego de una desnaturalizacién formaran otro puente para permitir la amplificacion. El
nimero de millones de lecturas deseables dependera de varios factores. Uno de ellos es la
disponibilidad de un genoma de referencia que facilitara el ensamblaje de las lecturas. Otro factor
importante es la informacion sobre el nimero de genes de la especie, pues lo que se busca es tener
representado en miles de lecturas cerca de la totalidad de genes expresados (Soto & Lopez, 2012).
Una técnica que permite la complementacion del analisis bioinformético llevado a cabo por ARN-
seq, es la PCR en tiempo real, debido a que ésta técnica posee mayor selectividad (debido a la
especificidad de los oligonucleo6tidos por moléculas de interés) (Hirsch ez al., 2015).

La PCR en tiempo real es una técnica que combina la amplificacion y la deteccion en un mismo
paso, al correlacionar el producto de la PCR de cada uno de los ciclos con una sefial de intensidad
de fluorescencia. Posee caracteristicas importantes como alta especificidad, amplio rango de
deteccion (de 1 a 10A7 equivalentes gendmicos de la secuencia blanco) (Brechtbuehl et al. 2001) y
rapidez en la visualizacion del producto ya que no es necesario realizar una electroforesis posterior.
Para la amplificacion por PCR en tiempo real ademés de los reactivos que se emplean en la PCR
punto final, es necesario emplear un fluoréforo. En algunos ensayos cuantitativos se requiere

determinar el nimero de moléculas ARNm, por lo que es necesario llevar a cabo una reaccion de
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transcripcion reversa (RT) del ARNm a ADNc antes de que se aplique la PCR en tiempo real. En
este caso, el ensayo se conoce como retrotranscripcion o RT acoplada a la PCR (RT-PCR), la que
puede realizarse en uno o dos pasos. Finalmente, se realiza la amplificacion (sintesis) del ADN o
ADNCc en un termociclador acoplado a un sistema optico, que monitorea la sefial de los fluor6foros
usados para detectar el producto amplificado. Debido a que la fluorescencia de éstos aumenta
conforme el producto se amplifica, se combinan los procesos de amplificacion y deteccion en una
sola etapa (Aguilera ef al., 2014).

Durante la amplificacioén por la PCR-TR, la sonda adicionada genera una sefial de fluorescencia
que refleja la cantidad de producto amplificado. La cinética de amplificacion por la PCR se puede
dividir en cuatro fases: 1) inicial o basal, 2) geométrica (conocida como logaritmica o exponencial),
3) lineal y 4) estacionaria. Durante la fase inicial, entre los primeros 10-15 ciclos, la fluorescencia
es insuficiente para lograr discriminar el ruido basal. Sin embargo, esta fase sirve para delimitar la
linea base. En la fase geométrica, los reactivos de la reaccion se encuentran de forma abundante
por lo que la amplificacion por la PCR tiene una eficiencia cercana al 100%. En esta fase de la
cinética de amplificacion, el comportamiento del ADN es 2n, es decir, a partir de cada molécula
del ADN se generan dos, por lo que el producto de la PCR se duplica después de cada uno de los
ciclos. La fase lineal comprende el momento en que los reactivos empiezan a ser limitantes en la
reaccion y se presenta un decaimiento de la actividad enzimatica. La eficiencia de la amplificacion
es inconstante durante esta fase. Por ultimo, la fase estacionaria muestra una sefial saturada. La
amplificacion se detiene debido a que los componentes de la reaccion se agotaron. En ésta, la
cantidad de producto obtenida es constante aunque se incremente el nimero de ciclos. Existen dos
componentes importantes de la cinética de amplificacion: la linea base, la cual sirve para corregir
las curvas que se obtienen de un experimento, restandose a las curvas de amplificacion, y el Ct. El
Ct, del inglés cycle threshold, equivale al nimero de ciclos necesarios para que cada curva alcance
un umbral en la sefial de fluorescencia. La comparacion de los Ct entre las muestras permite
calcular la diferencia en la cantidad inicial de las moléculas del ADN o ADNc especifico que se
desea evaluar, ya que mientras mayor cantidad del ADN blanco haya en una muestra, menor el
numero de ciclos (Ct) que se requiere para alcanzar este umbral. Entonces, el Ct es un valor
directamente proporcional a la cantidad inicial del ADN blanco y a partir de este valor se puede
calcular la cantidad del ARNm o del ADN (Aguilera et al., 2014).

En la PCR en tiempo real existen dos tipos de cuantificacion, la absoluta y la relativa. En ambos
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tipos se utiliza el valor de Ct para determinar la cantidad del ADN o ARN. La cuantificacion
absoluta se utiliza para determinar cargas virales, la presencia de agentes patdogenos y transgénicos;
mientras que la cuantificacion relativa se utiliza en ensayos de expresion génica, principalmente.
En este caso se parte de los niveles del transcrito o ARNm de las muestras, por lo que es necesario
realizar la transcripcion reversa (RT) y los ensayos se conocen como RT-PCR en tiempo real. Este
tipo de cuantificacion mide los cambios en el estado basal de un gen de interés versus un gen de
expresion constante que actua como control. La diferencia con la cuantificacion absoluta radica en
que no se parte de una cantidad conocida del ADN, sino de un control endégeno o gen constitutivo.
Debido a que no se conoce la cantidad absoluta del estandar interno, s6lo se pueden determinar los
cambios relativos del gen de interés con referencia al gen endogeno. Es necesario normalizar los
datos entre el valor que se obtiene para el gen blanco y el del gen endogeno, de tal manera que los
valores resultantes sean reflejo de los cambios de expresion del gen y no de las diferencias en la
cantidad de muestra afiadida. Para normalizar la expresion génica, a partir de ensayos de
cuantificacion relativa, existen algunos métodos y modelos que consideran la eficiencia de la
amplificacion para determinar la cantidad del ADN, por ejemplo el método comparativo de Ct (2-
AACt) (Livak & Schmittgen, 2001). Este método es un modelo matematico que calcula los cambios
de expresion génica como un cambio relativo en ésta (nimero de veces) entre una muestra
experimental o gen de interés y un calibrador o gen enddgeno. Se lleva a cabo un ensayo de
validacion usando diluciones seriadas tanto para el gen problema como para el gen endogeno. Se
obtienen los valores de ACt (Ctgen - Ctendégeno). Estos se grafican en el eje y versus el logaritmo
de la concentracion en cada una de las diluciones en el eje x. La pendiente de la recta debe ser
menor o igual a 0.1 para que el método sea valido. Este método requiere que la eficiencia de
amplificacion (E) sea la misma para el gen blanco y el gen endoégeno, y productos de la PCR
pequefios (150 pb aproximadamente) (Aguilera ef al., 2014).

En el caso de los ensayos de RT-PCR en tiempo real para medir expresion génica, es necesario
corregir la variacion entre muestras. En este proceso se compara la cantidad del ARNm en dos
muestras diferentes. En cada una de las muestras se mide la cantidad del ARNm de interés en
relacion con la cantidad del ARNm de referencia, el cual tedricamente, es constante en las dos
muestras. La proporcion ARNmblanco/ARNmreferencia se usa para comparar la cantidad del
ARNmMm blanco en las muestras. Los resultados obtenidos se normalizan con ayuda de un control, el

ARNm referencia. Generalmente, este control es un gen que de manera ideal debe expresarse
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constante e independientemente de las condiciones experimentales, del tratamiento de las muestras,

asi como en los diferentes tejidos o tipos celulares (Aguilera et al., 2014).

2.7 ARN-Seq

El ARN-Seq es una herramienta que consta de la secuenciaciéon masiva del ARN global de un
organismo (Rollano & Mollinedo, 2017). Para su ejecucion, esta técnica requiere de un disefo
experimental, la extraccion de ARN, enriquecimiento del ARNm, sintesis de ADNCc,
fragmentacion, ligacion de adaptadores, amplificacion, librerias para secuenciacion,
posteriormente la plataforma de secuenciamiento, disefio para dicha corrida, secuenciamiento, los
archivos de lectura, y un anélisis bionformatico donde se realiza: un control de calidad, con la
limpieza de las lecturas, alineamiento y mapeo con un genoma de referencia, conteo de los genes

y analisis de los genes expresados diferencialmente (Jazayeri ef al., 2015; Morales-Mérida, 2020).
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3. HIPOTESIS

Los tallos de pimiento (Capsicum annuum L.) sometidas a radiacion UV-B modulan la

expresion de genes de defensas antioxidantes y de acumulacion de flavonoides
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General:

Relacionar los genes de expresion diferencial de tallos de plantas de pimiento (Capsicum annuum

L.) con las vias moleculares que conducen a la aclimatacion al estrés por UV-B.

4.2 Objetivos Especificos:

1. Evaluar la expresion génica diferencial en tallos de plantas de pimiento (Capsicum annuum
L.) expuestos a radiacion UV-B.

2. Identificar los genes de expresion diferencial en tallos de plantas de pimiento (Capsicum
annuum L.) expuestos a radiacion UV-B.

3. Asociar la posibles funciones moleculares, componentes celulares y procesos biologicos de
los genes de expresion diferencial de tallos de plantas de pimiento (Capsicum annuum L.)

expuestos a radiacion UV-B.
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5. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo es parte del proyecto “Identificacion Espacio-Temporal y Caracterizacion

Molecular de Proteinas G de Capsicum annuum L.” No. 183180.

5.1 Tipo de Estudio

Este estudio comprende dos fases: una experimental que consiste en evaluar la expresion genética
diferencial por efecto del estrés abidtico combinado (UV-B y frio) sobre plantulas de pimiento a
diferentes tiempos de exposicion y una fase descriptiva que incluye la asignacion de una posible

funcién a los genes que de expresion diferencial.

5.2 Muestras de Estudio

El material de estudio corresponde a archivos electronicos que contienen las secuencias masivas
del ARN de tallos de Capsicum annuum cv Cannon: un tratamiento control (0 h) y dos condiciones
experimentales de interés (3 y 25 h) por duplicado, expuestas a radiacion UV-B, en el invernadero

de la empresa Bioteksa S.A. de C.V., ubicada en Cd. Jiménez, Chihuahua (Le6én-Chan et al., 2017).

5.3 Diseno del Estudio

El estudio se desarrolld bajo la estrategia metodologica general de la investigacion mostrada en la

Figura 6.
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Plantulas C. annuum

0 h exposicién a UV-B 3 y 25 h con exposicion a UV-B
(control
’—/r Tallos
Radiacion PAR v Radiacion PAR 6 h
adiacion < adiacion
(radiacion Extraccion de ARN (6:00-10:00, y de 16:00 a
fotosintéticamente v 18:00)
activa): de 6:00 a 18:00 Construccion de Radiacion UV-B 6 h , de
(972 pmol=m™=s™") bibliotecas 10:00 a 16:00 (72
Temperatura: 25/20 °C V% kJ*m™)
Humedad relativa: Secuenciacién Temperatura: 25/20 °C
N

Analisis bioinformatico

%

* Pre-procesamiento de las lecturas —FastQC

* Control de calidad de lecturas — Trimmomatic

* Mapeo con genoma de referencia — GenBank, HISAT2

* Conteo de los transcritos — HTSeq-Count

* Andlisis de expresion diferencial — R Studio, DESeq2

* Anotacion funcional de los genes — UniProtKB, PantherGO, KEGG

Modelo estadistico:
Unidad experimental: 10 tallos de la plantula por muestra
Réplicas: 2
Variable independiente: tiempo de exposicion
Niveles: 0, 3 y 25 horas
Variable dependiente: cantidad de genes
Andlisis estadistico: distribucion binomial negativa

Figura 6. Estrategia metodoldogica general



5.4 Material Vegetal y Exposicion Luz UV-B

5.4.1 Generacion del Material Biologico para Secuenciacion

La generacion de las condiciones experimentales en el material vegetal, la extraccion del ARN
total para secuenciacion y la secuenciacion masiva, se realizd previamente por Leén-Chang et al.
(2017) y Martinez-Bastidas (2017).

Plantas de pimiento (Capsicum annuum L.) cultivar Cannon fueron producidas por Leon-Chan et
al., (2017). Veintiocho dias después de la siembra (DAS), las plantas se colocaron en una camara
de crecimiento controlado (GC-300TLH, JEIO TECH; Corea del Sur) por tres dias, bajo las
siguientes condiciones: 12 h de fotoperiodo (de 6:00 am a 18:00 pm) de radiacién activa
fotosintética (PAR) a 972 pm/m?, temperatura de 25 °C durante el dia, 20 °C durante la noche y
humedad relativa del 65%. Posteriormente las plantas se trataron por 6 h (6:00 a 10:00 h y 16:00 a
18:00 h) con PAR y 6 h (10:00 a 16:00 h) con UV-B (72 kJ/m?), utilizando lamparas Philips TL
100W/01 (Germany) por dos dias consecutivos (dias 31 y 32). Las ldmparas alcanzaban una
longitud de onda estrecha de entre 305 - 315 nm y picos de hasta 311 nm; la distancia de las
lamparas y la planta fue de 50 cm y se valido la emision de radiacion UV-B, utilizando un medidor
de luz UV A/B (SPER SCIENTIFIC, modelo 850009; Scottsdale, AZ, EUA). La toma de muestras
de los tallos de las plantas de pimiento, se realizé el dia 31 a las 10:00 h, justo antes del tratamiento
(tiempo cero, control) y a las 13:00 h del dia 31 (3 h, durante el tratamiento con UVB) y el dia 32
a las 11:00 h (25 h después de iniciado el primer tratamiento y 1 h después de haber concluido el
segundo tratamiento). El experimento se replicd dos veces. Dichas muestras fueron almacenadas
en ultracongelador (Revco Uxf40086A, Thermo Scientific; USA) a -70°C hasta la extraccion del
ARN.

5.5 Extraccion de ARN para Secuenciacion

El ARN total de los tallos de pimiento de las plantas control (tiempo cero) e irradiadas con UV-B
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(3 y 25 h) y la contruccion de librerias se generaron por Martinez-Bastidas, et al (2017).
Brevemente, a partir de macerados con nitrégeno liquido se utilizo el método TRIzol (Invitrogen
Life Technologies, EUA), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La integridad del ARN se
evidencié mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %. Esperandose que las dos subunidades
ribosomales se observaran integras y con el doble de intensidad la subunidad mayor respecto a la
menor. La pureza y concentracion se determind por espectrofotometria (RNA 600 Nanosystem,
Agilent Bioanalyzer, Alemania), esperandose muestras conpureza en el rango de relacion 260/230

entre 1.8 y 2.0 y la relacion A260/A280 de 2.0 +/- 0.2, asi como concentraciones minimas de 500

ng/ul (Cuadro 2).

Cuadro 2. Valores de extraccion de ARN para secuenciacion
N° de Nombre de Concentracio Relacion Relacion

mue s tras muestra n ng/ml 260/230 260/280
13 UB30T 1299 0.95 2.1
14 UB40T 780.3 0.72 2.11
17 UB33T 1164 0.87 2.07
18 UB43T 672.7 0.81 2.04
19 UB325T 835.6 0.75 2.07
20 UB425T 535.2 0.59 2.01

5.6 Secuenciacion

La secuenciacion masiva del ARN fue realizada por servicio en el Laboratorio Nacional de
Genomica para la Biodiversidad (LANGEBIO) Unidad CINVESTAV- IPN; Irapuato, Gto.,
utilizando la plataforma NextSeq® 550 Sequencing System de Illumina, para secuencias pareadas
(paired-end): R1 (read 1) y R2 (read 2), de 150 pb. Las secuencias van acomodadas en pares y
presentan antisentidos (Figura 7), obteniéndose un total de 48 archivos (4 R1 y 4 R2) por cada

muestra en formato FASTQ.
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Read 1 Read 2
—_— e

5 ETGCCAGTATCTCAAAGATTAAGCATGTTGCTTGTTAAGCCATCCACCCAACTTTCETTCTTGATTA| 3

\ )
Adaptador 1 Y Adaptador 2
Secuencia de interés

Figura 7. Ejemplo de una lectura pareada (Morales-Mérida, 2020).

5.7 Analisis Bioinformatico

5.7.1 Control de Calidad de las Lecturas

Las lecturas de las secuencias obtenidas de la plataforma Illumina se cargaron en la plataforma de
Galaxy (usegalaxy.org) para generar un archivo por réplica bioldgica, identificadas como: CA y
CB, 0 h (control, antes de la irradiacién con UVB); 3A y 3B, réplicas del tratamiento de 3 h, 25A
y 25B, réplicas del tratamiento de 25h. Para el control de calidad se utiliz6 el programa FastQC.
Después, se realizo un filtrado de las secuencias, donde se eliminaron aquellas secuencias que
aparecieron contaminadas, oligonucledtidos y lecturas de baja calidad con el programa
Trimmomatic, con los paradmetros: recorte de adaptadores
(ILLUMINACLIP:Truseq2.SE fa:2:30:10),  puntuacion de  calidad Phred de 25
(SLIDINGWINDON:4:30) y una longitud minima de lectura de 20 (MINLEN:20) (Morales-
Meérida, 2020).

5.7.2. Mapeo de Secuencias al Genoma de Referencia

Para la anotacion de las secuencias de tallos de plantas de pimiento (Capsicum annuum L.) en
estudio, se utiliz6 como referencia el genoma del cultivar Zunla (Pepper Zunla 1 Ref v1.0,

GenBank numero de acceso GCA 000710875.1), descargado de la plataforma NCBI, el cual
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contiene las secuencias de los 12 cromosomas nucleares, el de la mitocondria y del cloroplasto
(Qin et al., 2014). El mapeo se realizé con el programa HISAT2, usando parametros estandares

(longitud minima de intrones 20 y maxima 500000) (Morales-M¢érida, 2020).

5.7.3 Cuantificacion de la Expresion

La cuantificacion de los transcritos se realizd con el programa HTSeq-count (Anders et al., 2015)
utilizando los seis archivos BAM obtenidos de HISAT2 como entrada, con codigo htseq-count -
S=no -i=Gene <ubicacion del archivo BAM> <Anotacion de referencia> <Archivo de salida txt>

(Morales-M¢érida, 2020).

5.7.4 Analisis de Expresion Diferencial

Para la identificacion de genes diferencialmente expresados (DEG), se utilizaron los archivos de
entrada extension txt del conteo de la expresion. A través del software estadistico R

(www.rstudio.com) (RStudio, team 2015) y el paquete DESeq?2, se hizo el analisis, de expresion

diferencial, basado en metodologia de distribuciéon binomial negativa, con una tasa de

descubrimiento falso (FDR) de a < 0.05, y un logz FoldChange (LFC) 1 (Morales-Mérida,2020).

5.7.5 Anotacion Funcional

Los genes expresados diferencialmente que se identificaron, se anotaron en la plataforma de
UNIPROTKB vy posteriormente se analizaron en la plataforma Panther GO, la cual permite
identificar el proceso biologico, funcion molecular y componente celular de cada gen.

Para inferir las rutas metabdlicas en las que participan los genes expresados diferencialmente se
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utilizé plataforma KOBAS con un analisis basado en prueba de Fisher y FDR de a < 0.05 y para

visualizar las rutas mas significativas se utilizo la plataforma KEGG “convert” y “mapper”.
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1 Control de Calidad de las Lecturas

A partir de seis corridas correspondientes a dos réplicas biologicas por cada tratamiento (0, 3 y 25
h), se obtuvieron 48 archivos de secuenciacion (ocho archivos por cada muestra analizada).

El control de calidad se realizd para disminuir errores ocurridos durante el llamado de bases; el
puntaje de calidad de Phred indica la probabilidad de que una base determinada sea nombrada
incorrectamente, donde un valor de 10 indica que la probabilidad de que una base sea llamada
incorrectamente es de 1 en 10 (90%); un valor de 20 es de 1 en cada 100 (99%); un valor de 30, 1
base en cada 1000 (99,9%) y asi sucesivamente, por lo que puntuaciones menores de 20 indican
una mala calidad, de 20-30 una calidad buena/razonable y superiores a 30 indican buena calidad
del llamado de bases (Ewing & Green, 1998; Li et al, 2015; Bisbal, 2015). Por lo tanto, se
recortaron parte de las secuencias correspondientes a las posiciones de los bloques naranjas y rojos,
obteniéndose una calidad mayor de 25. En la figura 8 se muestran las lecturas antes del corte y en
la Figura 9 se muestran las secuencias después del corte, quedandonos con las secuencias con
calidad mas aceptable.

Otro aspecto en la calidad de las secuencias, para evitar mapeos erroneos de las lecturas con un
genoma de referencia también se requiere que la longitud de las secuencias no sea menor de 20
pares de bases (Williams et al., 2016), asi que en el mismo filtrado de las secuencias se tomd en
cuenta este aspecto, en la Figura 10 se pueden observar los datos crudos y en la Figura 11 la longitud
de las secuencias de cada tratamiento después del filtrado, obteniéndose minimo 20 pb en cada

muestra.
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Figura 9. Analisis de calidad de las secuencias por muestra después del recorte para control de
calidad.
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Figura 10. Distribucion de la longitud de los fragmentos analizados antes del control de calidad.

47



Cantidad de secuencias Cantidad de secuencias

Cantidad de secuencias

2000000

1750000

1500000

1250000

1000000

750000

S00000

230000

@ 1519 2529

2000000

1750000

1500000

1250000

1000000

730000

00000

230000

@ 1519 2529

2250000

2000000

1730000

1500000

1230000

1000000

730000

300000

290000

o

Control A

Distribution of sequence kengths cver il sequences

Sequence Length

3539 4549 5550 65460 7570 8580 0590 105100 10124 135138 150152

1.79E7

1.2%€7

7500000

5000000

2500000

Control B

Distribution of sequence lengths cver sl sequences

Sequence Length

D%z

Longitud de la secuencia (Pb)

3A

Distribution of sequence lengths over all sequences

Sequence Length

3539 4549 5559 65469 7579 8589 90599 105109 12014 135130 150152

1800000,

1600000,

1400000

1200000,

1000000,

800000

B00000

400000

200000

o

3B

Distribution of sequence lengths over al sogquences

Sequence Length

1519 2520 3530 4540 5550 6540 7570 8589 0500 105100 120124 135130 150152

Segquence Length (bp)

Longitud de la secuencia (Pb)

25A

Distribution of sequence lengths over all sequences

Sequence Length

1519 2520 3539 4549 5550 6560 7579 @560 0580 105100 120124 135130 150152

Segquence Length (bpl

5000000

4000000,

3000000,

2000000,

1000000,

1519 2529

25B

Destribution of sequence longths over all sequences

Sequence Length

3538 4548 5550 6560 7579 G580 9560 105108 120424 135130 150452
Sequence Length (bp)

Longitud de la secuencia (Pb)
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En el Cuadro 3 se puede observar la cantidad de secuencias antes y después del control de calidad,
donde se muestra que todos los tratamientos y el control obtuvieron més del 70% de las lecturas,
las cuales estdn por arriba del umbral establecido que es de 30 (Schirmer et al., 2016). Los
tratamientos con mejor calidad fueron el control CB y el tratamiento 25A, con 72,43% y 72,34%

de lecturas filtradas, respectivamente.

Cuadro 3 Cantidad de secuencias antes y después del control de calidad

; S ias total b
ID dela Tlem.pf)’de Réplica Aectuel(lic:as (l))a © ('p d) I Lecturas
Muestra ~ ¢Xposicion a biologica ntes de eSpucs del  fitradas (%)
UV-B (h) corte corte
CA 0 1 22387045 15827597 70,70
CB 0 2 23517336 17034694 72,43
3A 3 1 23186991 16493555 71,13
3B 3 2 21719044 15361938 70,73
25A 25 1 23021773 16655002 72,34
25C 25 2 28169551 19891950 70,62

6.2 Alineamiento con Genoma de Referencia

Por consiguiente se hizo el mapeo de las lecturas provenientes del ARN-seq con el genoma de
referencia de pimiento: GCF _000710875.1 Pepper Zunla 1 Ref vI1.0 genomic.fna a través del
programa HISAT2, en el cual se presentaron diferentes tasas de alineamiento, que se pueden
observar en el Cuadro 4. El mayor porcentaje de alineamiento se mostrd con el tratamiento 25A,
con 54,67 %y el CA mostrd el menor porcentaje de alineamiento, con 38,25%. Dobin & Gingeras
(2015) mencionan que es deseable tener un porcentaje mayor al 50% de mapeo, sin embaro
Morales-M¢érida (2020), donde también se trabajé con secuencias de pimiento sometido a estrés
abiotico, reportd algunos porcentajes de alineamiento similares a lo obtenido en este trabajo
(14,09%, 32,59%, 31,13%, entre otros) y menciona que esto puede deberse a que al disminuir el
numero de lecturas después del recorte, también se reduce el nimero de lecturas mapeadas,
observandose mayor diferencia en conjuntos de datos pequefios (menos de 20 millones de reads)

(MacManes, 2014).
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Cuadro 4. Tasa de secuencias mapeadas a genoma de referencia

Muestra Alineamiento (%)
CA 38.25
CB 41.13
32 43.96
3B 45.66
25% 54.67
25B 42.83

6.3. Conteo de los Transcritos

Mediante el programa Htseq-count se realizo el conteo de la abundancia de cada gen que fue
mapeado con el genoma de referencia. Un ejemplo de lo resultado de este conteo se presenta en el
Cuadro 5, donde se visualiza la ID de 10 genes, y el conteo de cada uno de ellos en cada tratamiento.
Este conteo nos permite identificar cudntas secuencias se alinearon a una parte o al genoma
completo, la cantidad de secuencias alineadas a un gen especifico permite deteminar su nivel de

expresion génica (Rollano & Mollinedo, 2017).

Cuadro 5. Ejemplo de conteo de abundancia de algunos genes en cada tratamiento.
Abundancia en cada muestra

CA CB 3A 3B 25A 25B

LOC107838705 215 223 384 352 577 331
LOC107838706 47 80 121 137 169 130
LOC107838707 36 35 72 54 83 55
LOC107838708 83 118 177 196 298 191
LOC107838709 15 28 32 38 27 29
LOC107838710 150 179 242 212 377 279
LOC107838711 268 321 413 477 736 500
LOC107838712 54 26 65 59 118 57
LOC107838713 58 45 87 114 144 120
LOC107838714 25 33 79 70 111 85

ID del gen
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6.4. Analisis de Expresion Diferencial

Con la informacidn obtenida del conteo se hizo el analisis de expresion diferencial, a través del
programa Rstudio y la paqueteria DESeq2. De esta manera, para analizar los conteos se realiz6 un
analisis de componentes principales (ACP), en el que cada punto representa los conteos de cada
muestra, el cual se muestra en la Figura 12. Se puede observar que hay similitud entre las réplicas
biologicas de cada uno de los tratamientos, ubicdndose cercanamente las dos muestras de controles,
las dos muestras 3 h y las dos de 25 h. Liu et al. (2018) mencionan que se espera que las réplicas
bioldgicas se agrupen juntas o cercanas, ya que deberian tener niveles de expresion similares, y las
réplicas de diferentes tratamientos tendrian un valor distante entre si. Si las réplicas bioldgicas del
mismo tratamiento se posicionaran muy distanciadas entre si, significaria que hay otra fuente o
fuentes de varianza presentes en los datos, y habria que hacer otros andlisis para eliminar o corregir

los valores atipicos.

Muestra
CA
cB
3A
3B
25A
258

o
® 00 0 0 0

PC2: 33% varianza

Condicion

® control

5 A 3horas
M 25horas

5 0 5 10
PC1: 37% varianza

Figura 12. Andlisis de componentes principales de las seis muestras. Réplicas bioldgicas del
control, sin exposicidon a radiacion UVB (CA y CB); réplicas biologicas expuestas a radiacion
UVB:3h (3Ay3B)y25h(25A y 25B).
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Posteriormente se identificaron los genes de expresion diferencial, que se puede observar en los
graficos de volcan de las Figuras 13A y 13B para el tratamiento de 3 h y 25 h, respectivamente:
Los iconos rojos indican los genes diferencialmente expresados; los azules son genes
estadisticamente significativos (P < 0,05), pero por debajo de LFC (Logz Fold Change) establecido
(£1,5); los verdes representan los genes con un LFC representativo, pero estadisticamente no
significativos y los grises son genes que no cumplen con ningunos de los pardmetros establecidos.
La grafica de volcano permite visualizar de una manera sencilla, los genes diferencialmente
expresados bajo los parametros de significancia y LFC (Doyle, 2021)

Se encontrd un total de 17782 genes expresados entre el control y los tratamientos del pimiento
con UV-B. Martinez-Bastidas (2017) encontrd un total de 21625 genes expresados en pimiento
bajo 25 h de exposicion a luz UV-B; mientras que Guzman-Rodriguez (2018) obtuvo 14298 genes
expresados en pimiento bajo 1 h de exposicion de luz UV-B. Estas diferencias pueden deberse al
procesamiento bioinformatico de las secuencias que se sigui6 en cada investigacion.

En el tratamiento de 3 h, 141 genes fueron expresados diferencialmente, 76 sobre-expresados y 65
inhibidos para el tratamiento (Figura 12A).

Por otro lado, en el tratamiento de 25 h se obtuvieron 118 genes diferencialmente expresados, de
los cuales 45 fueron expresados positivamente y 73 expresados negativamente (Figura 12B).
Similar a estos resultados, Guzman-Rodriguez (2018) obtuvo 133 genes expresados
diferencialmente en el tratamiento de 1 h, de los cuales 100 fueron regulados positivamente y 33
regulados negativamente; y Martinez-Bastidas (2017) encontré 273 genes diferencialmente
expresados en 25 h, 111 regulados positivamente y 162 regulados negativamente. Aqui es
importante mencionar que el LFC que los autores anteriormente citados usaron un LFC de 1, a
diferencia del £1,5 que se utilizo en este trabajo, por lo que se explica el por qué se obtuvieron
menos genes diferencialmente expresados, ademas del procesamiento de las secuencias que
utilizaron.

Se detectaron 100 genes diferencialmente expresados de manera positiva en los dos tratamientos,
donde se encontr6d que 55 genes se sobre-expresaron exclusivamente en el tratamiento de 3 h 'y 24
genes en particular solo se sobre expresaron en el tratamiento de 25 h; y 21 genes se mantuvieron
expresados positivamente en ambos tratamientos (Figura 14).

Por otro lado, se encontraron 135 genes diferencialmente expresados de manera negativa en los

dos tratamientos, de los cuales: 62 genes en especifico se reprimieron en el tratamiento de 3 h; 70
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genes en particular solo se inhibieron en el tratamiento de 25 h; y tres genes se mantuvieron
expresados negativamente en ambos tratamientos (Figura 15).

De acuerdo a Lee et al. (2005), los genes sobre-expresados juegan un papel importante en la
respuesta temprana, mientras que los inhibidos participan en una respuesta tardia. En este sentido
se puede observar que la mayoria de los genes sobre-expresados se detectaron a las 3 h, mientras
que la mayor expresion de los genes inhibidos fue a las 25 h. Esta tendencia también se observa en
los trabajos de: Guzman-Rodriguez (2018), que a 1 h predominaron los genes sobre-expresados;
Martinez-Bastidas (2017), donde en 25 h predominé la expresiéon de genes inhibidos; y con
Morales-Mérida (2020), donde en una combinacion de estrés UV-B y frio también encontré mayor
cantidad de genes expresados positivamente a 3 h y mayoria de genes regulados negativamente a

las 25 h.
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Figura 13. Grafico de volcan de genes diferencialmente expresados a3 h (A) y25h (B) hde

tratamiento con UVB.
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3 h(76)

25 h (45)

Figura 14. Diagrama de genes expresados positivamente en los tratamientos 3 y 25 h con UV-B.

3 h(63)

25h(73)

Figura 15. Diagrama de genes expresados negativamente en tratamientos 3 y 25 h con UVB.
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6.5 Anotacion Funcional de los Genes

6.5.1. Anotacion Funcional con Panther GO

Respecto a la anotacion funcional de los genes diferencialmente expresados, se realizé el analisis
de enriquecimiento de los genes expresados diferencialmente con la plataforma UNIPROTK,
relacionando el gen con la proteina que codifica. Posteriormente se visualizo la clasificacion de
dicho analisis respecto a las categorias de funcion molecular, componentes celulares y procesos
biologicos mediante la plataforma de Panther GO.

Para el tratamiento de 3 h, respecto a la funciéon molecular, se encontraron 11 genes sobre-
expresados y 7 genes inhibidos en las categorias de: union (GO:0005488), actividad catalitica
(GO:0003824), regulador de la funcion molecular (GO:0098772) y actividad transportadora
(GO:0005215) (Figura 16, Cuadro 6).

Para la clasificacion de proceso biologico en el tratamiento de 3 h, se identificaron 21 genes sobre-
expresados y 16 genes inhibidos, dentro de las categorias de: regulacion biologica (GO:0065007),
proceso celular (GO:0009987), procesos metabolicos (GO:0008152), respuesta a estimulos
(GO:0050896) proceso ritmico (GO:0050896) y sefializacion (GO:0023052) (Figura 17, Cuadro
7). Para la ontologia en componente celular, el tratamiento de 3 h mostr6 12 genes sobre-expresados

y 11 genes inhibidos en las categorias de: entidad anatomica celular (GO:0110165) e intracelular

(GO:0005622) (Figura 18, Cuadro 8).
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Total # Genes: 25 Total # function hits: 11 Total # Genes: 18 Total # function hits: 7
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Figura 16. Andlisis de enriquecimiento de genes sobre-expresados (A) e inhibidos (B) en
tratamiento de 3 h de UV-B en pimiento en plataforma Panther GO, por funciéon molecular. Color
gris: unioén; morado: actividad catalitica; azul: funcion de regulador molecular; verde: actividad
transportadora.
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Figura 17. Anaélisis de enriquecimiento de genes sobre-expresados (A) e inhibidos (B) en
tratamiento de 3 h de UV-B en pimiento en plataforma Panther GO, por proceso biologico. Color
verde: regulacion bioldgica; azul claro: proceso biologico; gris: procesos metabolicos; azul
intermedio: proceso ritmico; azul oscuro: sefializacion; amarillo: respuesta a estimulos.
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Total # Genes: 25 Total # component hits: 12 PANTHER GO-5lim Cellular Component
Total # Genes: 18 Total # component hits: 11

0 Category

Category
Figura 18. Analisis de enriquecimiento de genes sobre-expresados (A) e inhibidos (B) en
tratamiento de 3 h de UV-B en pimiento en plataforma Panther GO, por proceso componente
celular. Color rosa claro: entidad anatomica celular; rosa oscuro: intracelular.

En el tratamiento de 25 h, en la funciéon molecular, se identificaron un gen sobre-expresado y 12
genes inhibidos en las categorias: de unién (GO:0005488), actividad catalitica (GO:0003824),
regulador de la funcion molecular (GO:0098772) y actividad tansportadora (GO:0005215) (Figura
19, Cuadro 6). Respecto a procesos bioldgicos, en el tratamiento de 25 h, se identificaron un gene
sobre-expresados y 8 genes inhibidos en las categorias de: respuesta a estimulos (GO:0050896),
procesos celulares (GO:0009987) y procesos metabdlicos (GO:0008152) (Figura 20, Cuadro 7).
Para la clasificacion de procesos biologicos en el tratamiento de 25 h, se identificaron 7 genes
sobre-expresados y 17 genes inhibidos en las categorias de: entidad celular anatémica

(GO:0110165) e intracelular (GO:0005622) (Figura 21, Cuadro 8).
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Total # Genes: 14 Total # function hits: 1 Total # Genes: 24 Total # function hits: 12

Genes
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Figura 19. Andlisis de enriquecimiento de genes sobre-expresados (A) e inhibidos (B) en
tratamiento de 25 h de UV-B en pimiento en plataforma Panther GO. Color gris: unioén; morado:
actividad catalitica; azul: funcion de regulador molecular; verde: actividad transportadora.

Total # Genes: 14 Total # process hirs: 1 Total # Genes: 24  Total # process hits: 8

Genes
Genes

Category o
Category
Figura 20. Andlisis de enriquecimiento de genes sobre-expresados (A) e inhibidos (B) en
tratamiento de 3 h de UV-B en pimiento en plataforma Panther GO, por proceso bioldgico. Color

azul: proceso biologico; gris: procesos metabolicos; amarillo: respuesta a estimulos.
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Figura 21. Andlisis de enriquecimiento de genes sobre-expresados (A) e inhibidos (B) en
tratamiento de 25 h de UV-B en pimiento en plataforma Panther GO, por proceso componente
celular. Color rosa claro: entidad anatémica celular; rosa oscuro: intracelular.

No hay descripcioén para estos cuadros en el texto, describir algo o destacar algunos genes en
particular
En los Cuadros 6, 7 y 8 se pueden observar los diferentes genes representados en las categorias de

funcién molecular, proceso bioldgico y componente celular, mostrados anteriormente en graficos

de barras.
Cuadro 6. Genes identificados por su funcion molecular
Tratamiento ID del Gen Nombre del gen log2FoldChange FDR
107875053 Uncharacterized protein 5,715 0,040
107859548 Gibberellin 2-beta-dioxygenase 8 2,979 0,000
107847728 Carboxypeptidase (EC 3.4.16.-) 2,849 0,000
107855506 3Beta HSD domain-containing protein 2,806 0,000
b sobre. 107838775 Cytochrome b5§r10:16(;11:1a1n—c0ntalnmg 2,240 0.012
expresados 107840273 Protein DJ-1-like protein C 1,620 0,022
107850859 Nudix hydrolase 8 1,619 0,011
107839268 Common plant regulatory factor 1 2,372 0,000
107850859 Nudix hydrolase 8 1,619 0,011
107871130 Dehydrgit;‘gi‘r'g;I;g?esilgezzlemem' 2,600 0,001
3h 107870215  Heat shock cognate 70 kDa protein -3,476 0,000
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inhibidos Heat stress transcription factor A-2b
107863805 (Heat stress transcrigtion factor A-6b) -3,120 0,001
107839203 Cysteine synthase (EC 2.5.1.47) -2,026 0,000
107843078 Aquaporin PIP2-1 -1,939 0,000
25 hsobre- ) 47647778 Carboxypeptidase (EC 3.4.16.-) 2,124 0,002
expresados
Laccase (EC 1.10.3.2)
107872517 (Benzenediol:oxygen oxidoreductase) -3,793 0,015
(Diphenol oxidase) (Urishiol oxidase)
107861303 Peroxidase (EC 1.11.1.7) -3,656 0,003
Laccase (EC 1.10.3.2)
25h 107842777 (Bgnzenediolfoxygen 0>.<id.oredu.ctase) -2,665 0,000
inhibidos (Diphenol oxidase) (Urishiol oxidase)
107873122 TPT domain-containing protein -2,263 0,013
107848513 TPT domain-containing protein -1,977 0,028
107877568 Cellulose synthase (EC 2.4.1.12) -1,931 0,000
107845684 Pectinesterase (EC 3.1.1.11) -1,853 0,029
107863469 Protein ESKIMO 1 -1,585 0,026
Cuadro 7. Genes identificados por proceso bioldgico
Tratamiento | ID del Gen Nombre del gen log2FoldChange padj
107840400 Protein EARLY FLOWERING 4 2,748 0,001
107871130 Dehydration-re;;r);)asigzg zlement-binding 2.600 0.001
107839268 Common plant regulatory factor 1 2,372 0,000
107856761 Calvin cycle protein CP12-2, chloroplastic 1,849 0,001
107850859 Nudix hydrolase 8 1,619 0,011
107871130 Dehydration-re}s;;r)gtrésii:/; Zlement-binding 2,600 0,001
107839268 Common plant regulatory factor 1 2,372 0,000
3hsobre- 107856761 Calvin cycle protein CP12-2, chloroplastic 1,849 0,001
expresados 107840273 Protein DJ-1-like protein C 1,620 0,022
107850859 Nudix hydrolase 8 1,619 0,011
107875053 Uncharacterized protein 5,715 0,040
107871130 Dehydration—rels)lé)(())tlésiilvg zlement—binding 2.600 0.001
107839268 Common plant regulatory factor 1 2,372 0,000
107856761 Calvin cycle protein CP12-2, chloroplastic 1,849 0,001
107840273 Protein DJ-1-like protein C 1,620 0,022
107840400 Protein EARLY FLOWERING 4 2,748 0,001
107850859 Nudix hydrolase 8 1,619 0,011
3h 107870215 Heat shock cognate 70 kDa protein -3,476 0,000
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inhibidos

Heat stress transcription factor A-2b (Heat

107863805 stress transcription factor A-6b) -3,120 0,001

107839203 Cysteine synthase (EC 2.5.1.47) -2,026 0,000

107867983  Chlorophyll a-b binding protein, chloroplastic -1,920 0,000

107855771  Chlorophyll a-b binding protein, chloroplastic -1,868 0,000

107855767 Chlorophyll a-b binding protein, chloroplastic -1,516 0,000

25 h sobre- Abscisic acid and environmental stress-

expresados 107860006 inducible protein TAS14 1,646 0,000

107872265 TPX2 domain-containing protein -4,448 0,014

107861303 Peroxidase (EC 1.11.1.7) -3,656 0,003

25h 107842225 Fasciclin-like arabinogalactan protein 11 -3,159 0,000

inhibidos 107839853 Glucuronoxylan 4-O-methyltransferase 3 -2,554 0,010

107839216 Ferric reduction oxidase 2 -2,377 0,000

107877568 Cellulose synthase (EC 2.4.1.12) -1,931 0,000

Cuadro 8. Genes identificados por componente celular
Tratamiento ID del gen Nombre del gen log2FoldChange FDR
107847728 Carboxypeptidase (EC 3.4.16.-) 2,849 0,000
107871130 Dehydratlon-respons.lve element-binding 2,600 0,001
protein 2A
107839268 Common plant regulatory factor 1 2,372 0,000
107856761 Calvin cycle protein CP12-2, chloroplastic 1,849 0,001
Abscisic acid and environmental stress-
107860006 inducible protein TAS14 1,789 0,000
3 h sobre- 107840273 Protein DJ-1-like protein C 1,620 0,022
expresados 107847728 Carboxypeptidase (EC 3.4.16.-) 2,849 0,000
107871130 Dehydratlon—respons.we element-binding 2,600 0,001
protein 2A
107839268 Common plant regulatory factor 1 2,372 0,000
107856761 Calvin cycle protein CP12-2, chloroplastic 1,849 0,001
Abscisic acid and environmental stress-
107860006 inducible protein TAS14 1,789 0,000
107840273 Protein DJ-1-like protein C 1,620 0,022
107870215 Heat shock cognate 70 kDa protein -3,476 0,000
Heat stress transcription factor A-2b (Heat
107863803 stress transcription factor A-6b) -3,120 0,001
3h 107839203 Cysteine synthase (EC 2.5.1.47) -2,026 0,000
inhibidos 107843078 Aquaporin PIP2-1 -1,939 0,000
107855771 Chlorophyll a-b blnd?ng protein, 1,868 0,000
chloroplastic
107855767 Chlorophyll a-b b1nd¥ng protein, 1516 0,000
chloroplastic
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107847728 Carboxypeptidase (EC 3.4.16.-) 2,124 0,002

107855317 Putative GABA transporter 2 1,816 0,002

107875881 BTB/POZ and "Il;l{zi i(:lognam-contammg 1,610 0,001

107872265 TPX2 domain-containing protein -4,448 0,014

107861303 Peroxidase (EC 1.11.1.7) -3,656 0,003

107842225 Fasciclin-like arabinogalactan protein 11 -3,159 0,000

107857302 Phytocyanin domain-containing protein -2,670 0,017

25h 107839853 Glucuronoxylan 4-O-methyltransferase 3 -2,554 0,010
inhibidos 107839216 Ferric reduction oxidase 2 -2,377 0,000
107873122 TPT domain-containing protein -2,263 0,013

107848513 TPT domain-containing protein -1,977 0,028

107877568 Cellulose synthase (EC 2.4.1.12) -1,931 0,000

107863469 Protein ESKIMO 1 -1,585 0,026

6.5.2 Anotacion Funcional Mediante KEGG

Se analizaron los genes diferencialmente expresados mediante la plataforma de genes y genomas
de Kyoto (KEGG), donde para el tratamiento de 3 h, los genes diferencialmente expresados
mostraron estar participando en el ritmo circadiano de la planta (cann04712) y en el metabolismo
de tiamina (cann00730), mientras que se muestra inhibicion en los mecanismos de procesamiento
de proteinas en el reticulo endoplasmatico (cann04141), en fotosintesis (proteinas antena)
(cann00196), endocitosis, espliceosoma (cann03040) y metabolismo del sulfuro (cann00920)
(Figura 22, Cuadros 9y 10).

Para el tratamiento de 25 h se encontrd posible participacion en el metabolismo de almidon y
sucarosa, biosintesis de diterpenoides, ritmo circadiano, metabolismo de clorofila y porfirina,
metabolismo de pirimidina y biosintesis de zeatina, sin embargo los valores no alcanzaron a ser
significativos (Figura 22, Cuadro 11).

Las plantas regulan molecularmente su actividad bioldgica en respuesta a fluctuaciones
ambientales, como temperatura, humedad y la luz. Estos ritmos se conectan en el reloj circadiano
endogeno de las plantas, resultando en una red regulatoria que asegura que los compuestos
fitoquimicos sean altamente adaptativos a las necesidades de la planta en el momento que se

requieran (Liebelt ez al., 2019).
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Cuadro 9. Genes identificados en mapa de enriquecimiento de KEGG en tratamiento 3 h

inhibidos.
Tratamiento Ruta KEGG ID de Gen Nombre del gen P';:“::;da LFC FDR
heat shock i tein 80-like isoft
107845249 0 ORREDIEITIRE RO 001 -1,735868  5,20E-06
107847347 heat shock cognate 70 kDa protein 0.01 -4,555617 2,27E-19
tromal 70 kDa heat shock-related protei
107848686 O o eal SIoER TCRIECPIOEI, 001 -1,785442  0,000749
chloroplastic-like
. 107862597 17.3 kDa class II heat shock protein 0.01 -2,408249 1,86E-11
Procesamiento . .
de proteinas en 107863044 small heat shock protein, chloroplastic 0.01 -1,542072 0,0235354
reticulo 107863207 heat shock protein 83-like 0.01 -2,474477 8,72E-13
endoplasmitico 107867608  Mitochondrial small heat shock protein 0.01 -1,842222 0,0002389
107867615 small heat shock protein, chloroplastic-like 0.01 -1,849386 0,039511
107870215 Heat shock cognate 70 kDa protein 0.01 -3,47586 1,07E-18
107873403 heat shock protein 83 0.01 -2,941222  3,68E-07
107875505  17.7 kDa class I heat shock protein-like 0.01 -1,895176 0,0208338
107875543 heat shock cognate 70 kDa protein 1 0.01 -2,884921 1,53E-14
107847347 heat shock cognate 70 kDa protein 0.05 -4,555617 2,27E-19
tromal 70 kDa heat shock-related protei
3 ihbidos 107848686 o0 El cd 12 i’.c h_lie COPIOTIL 005 -1,785442  0,000749
Espliceosoma chioroplastic-like
107870215 Heat shock cognate 70 kDa protein 0.05 -3,47586  1,07E-18
107875543 heat shock cognate 70 kDa protein 1 0.05 -2,884921 1,53E-14
107855767 Chlorophyll a-b binding protein, 001  -1,515753 1,38E-06
Chl hcl}lﬂor](j)%lasc? n i
Fotosintesis - 107855771 orophy!ia-b binding profein, 001  -1,867817 347E-12
Protefnas Chi hcllflorg%las(‘il.c i
antena 107855779 Ofophy” a-b bincing protem, 0.0l  -1,556364 6,10E-07
chloroplastic )
107867983 Chiorophyll a-b binding proten, 0.01  -1,920244 1,84E-07
chloronlastic _
107847347 stromal 70 kDa heat shqck-related protein, 0.05 11785442 0,000749
chloroplastic-like
stromal 70 kDa heat shock-related protein,
Endocitosis 107848686 chloroplastic- like 0.05 -1,785442  0,000749
107870215 Heat shock cognate 70 kDa protein 0.05 -3,47586  1,07E-18
107875543 heat shock cognate 70 kDa protein 1 0.05 -2,884921 1,53E-14
Metabolismo 107839203 Cysteine synthase (EC 2.5.1.47) 0.05 -2,026404  9,33E-09
de sulfiro 107859594 5'-adenylylsulfate reductase 3, chloroplastic ~ 0.05  -2,137154  2,54E-10
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Cuadro 10. Genes identificados en mapa de enriquecimiento de KEGG en tratamiento 3 h sobre-

expresados.
Tratamiento = Ruta KEGG ID de Gen Nombre del gen P-::u::;da LFC FDR
107838759 adagio protein 3 0.003 2,4236895 2,36E-09
107850670 E3 ubiquitin-protein ligase COP1-like 0.003  1,5013237 2,85E-05
Ritmo 107850996 Chalcone synthase (EC 2.3.1.74) 0.003 1,8939735 0,0248445
circadiano two-component response regulator-like
107862265 0.003  2,6914017 6,00E-09
3h sobre- APRRI isoform X2
expresados 107862099 1 Wo-component response regulator-ike 555 5 5580197 1 23E-12
APRR9
1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase
Metabolismo 107850768 (EC 2.2.1.7) 0.012  1,6086053 1,12E-05
de tiamina imidi
107873461 Phosphomethyipyrimidine synthase, 0012  3,5797049 3,33E-28
chloroplastic

Cuadro 11. Genes identificados en mapa de enriquecimiento de KEGG en tratamiento 25 h sobre-

expresados.
P- ajustad:
Tratamiento Ruta KEGG ID de Gen Nombre del gen ;:li_su; N LFC FDR
Biosintesis de zeatina 107845158 Glycosyltransferase (EC 2.4.1.-) 0.128 2,031 0,00684

NADPH-protochlorophyllide
. 107845435
Metabolismo de oxidoreductase (EC 1.3.1.33)

almidon y sucarosa probable alpha,alpha-trehalose-

0.122 1,671 0,00466

107877529 0.122 1,735 2,31E-05
phosphate synthase [UDP-forming] 11 ’ ’
25h sobre- Metéb.ol?sr.no de 107852040 gibberellin 2-beta-dioxygenase 1-like 0.128 1,845 1,44E-09
pirimidina
expresados Metabolismo d T t gulator-lik
etabolismo de 'wo-component response regulator-like
107862999 0.128 1,921 1,97E-06
porfirina y clorofila APRRO9
Biosintesis d
OSTIESE € 107866467 MazG domain-containing protein 0122 247 0,04517
diterpenoides
Ritmo cirdadiano 107869091 Beta-amylase (EC 3.2.1.2) 0.128 1,598 0,00782
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7. CONCLUSIONES

Se realizo el andlisis transcriptomico del efecto de la radiacion UV-B en tallos de C. annuum
expuestos a 3 y 25 h. La anotacion funcional de los genes identificados indicd que los genes estan
asociados con el ritmo circadiano de la planta, metabolismo de tiamina, metabolismo de sulfuro,
procesamiento de proteinas en el reticulo endoplasmatico, fotosintesis, endocitosis y espliceosoma.
En estas categorias, se observd que los genes estan relacionados con funciones como sefializacion
del estrés, respuesta a estimulos y regulacion de la funcioén bioldgica. Se puede asumir que el
tratamiento 3 h tiene comportamiento de respuesta temprana al estrés, ya que se observaron genes

relacionados a la sefializacion de estrés.
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8. RECOMENDACIONES

Las perspectivas a partir de este trabajo se orientan en corroborar los genes expresados
diferencialmente que participan en la respuesta al estrés por UV-B.
Asi como complementar los datos transcriptomicos con estudios donde se caractericen proteinas y
metabolitos presentes en la respuesta al estrés por UV-B.
Otra recomendacion es realizar investigaciones con mayores tiempos de exposicion al estrés, para
observar la respuesta tardia y comprender mejor como se genera la respuesta al estrés UV-B en C.

annuuni.
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