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RESUMEN

La limitada informacion sobre cdémo interactlan y se regulan los genes en
respuesta al estrés por frio en la quinua representa una limitacion importante para
comprender los mecanismos moleculares. El objetivo de la investigacion es construir y
analizar las redes biologicas de genes regulados en respuesta al estrés por frio en dos
genotipos contrastantes de quinua (Chenopodium quinoa Willd.). La investigacion tiene
como método un enfoque cuantitativo, alcance explicativo. Primero se ha recuperado 12
bibliotecas de RNA-Seq del SRA-NCBI. Posteriormente los genes diferencialmente
expresos se han alineado con los genes de Arabidopsis. Asi mismo se ha enriquecido en
las vias metabdlicas de KEGG y se ha construido las redes de interaccion proteina-
proteina. Como resultado se obtuvo que las rutas méas enriquecidas fueron la "regulacion
positiva de la germinacion de semillas™ (97,21) y el "proceso biosintético de flavonoides”
(42,42). La activacion de genes IPS3, ABCI20 y CHS, asociados con el transporte de
solutos, la biosintesis de flavonoides y la sefializacion celular, lo que le hace tolerante al
frio al genotipo CRQ64. Por otro lado, en el genotipo susceptible, los genes reprimidos
se enriquecieron en la "oxidacion de proteinas™ (152,29), asi como en la "actividad de
transportador y canal de agua” (112,81), lo que lo hace mas vulnerable al estrés por frio.
En conclusion, CRQ64 activa, genes relacionados con el transporte de solutos, enzimas
antioxidantes, la biosintesis de flavonoides y la sefializacion celular. En contraste, CSQ5,
reprime la expresion de genes que regula el equilibrio hidrico y el estrés oxidativo.

Palabras clave: Estrés abidtico, proteina, sistema bioldgico, susceptibilidad,

tolerancia, vias metabdlicas.
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ABSTRACT

The limited information on how genes interact and are regulated in response to
cold stress in quinoa represents a major limitation to understanding the molecular
mechanisms. The aim of the research is to build and analyze the biological networks of
genes regulated in response to cold stress in two contrasting genotypes of quinoa
(Chenopodium quinoa Willd.). The research has a quantitative approach, explanatory
scope. First, 12 RNA-Seq libraries have been retrieved from the SRA-NCBI.
Subsequently, the differentially expressed genes have been aligned with the Arabidopsis
genes. Likewise, the KEGG metabolic pathways have been enriched and the protein-
protein interaction networks have been built. As a result, it was obtained that the most
enriched routes were the "positive regulation of seed germination" (97.21) and the
"flavonoid biosynthetic process" (42.42). Activation of IPS3, ABCI20 and CHS genes
associated with solute transport, flavonoid biosynthesis and cell signaling, makes the
CRQ64 genotype cold tolerant. On the other hand, in the susceptible genotype, repressed
genes were enriched in "protein oxidation" (152.29) as well as in "water transporter and
channel activity" (112.81), making it more vulnerable to cold stress. In conclusion,
CRQ64 activates genes related to solute transport, antioxidant enzymes, flavonoid
biosynthesis and cell signaling. In contrast, CSQ35 represses the expression of genes that

regulate water balance and oxidative stress.

Keywords: Abiotic stress, biological system, metabolic pathways, protein,

susceptibility, tolerance.

L Lt LT SO OP

Dr, Edmundo G. Moreno Terrazas
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INTRODUCCION

La quinua (Chenopodium quinoa Willd.) ha emergido como un cultivo de gran
relevancia a nivel mundial, no solo por su valor nutricional, sino también por su capacidad
de adaptacion a diversas condiciones agroecoldgicas adversas, como la sequia, la
salinidad y las bajas temperaturas (Jaikishun et al., 2019). Entre los factores abidticos que
afectan su desarrollo, el estrés por frio es uno de los méas desafiantes, ya que puede
impactar negativamente en su crecimiento, rendimiento y supervivencia (Zhang et al.,
2022). Las bajas temperaturas inducen cambios complejos en los sistemas bioldgicos de
la planta, activando mecanismos moleculares y rutas metabodlicas especificas que
permiten a ciertos genotipos sobrevivir y adaptarse a estas condiciones (Adhikari et al.,
2022). Sin embargo, la respuesta de la quinua al frio no es homogénea, y existen
diferencias significativas entre los genotipos tolerantes y susceptibles, lo que subraya la
importancia de estudiar estas variaciones a nivel genético y funcional (Ilhan et al., 2023,
Zhang et al., 2022).

El andlisis de redes bioldgicas y funcionales de genes regulados en respuesta al
estrés por frio permite desentrafiar los mecanismos de interaccion genética que
determinan la capacidad de una planta para enfrentar este tipo de estrés. Las redes de
genes proporcionan una representacion integral de coémo las proteinas y otros
componentes moleculares interactan dentro de las células en respuesta a estimulos
externos, como las bajas temperaturas (Smita et al., 2020). Al identificar los genes que
actlan como "nodos" centrales dentro de estas redes, es posible determinar cuéles
desempefian un papel crucial en la regulacion de las respuestas adaptativas (Nithya et al.,
2024). Estudios previos han demostrado que ciertos genes involucrados en la regulacion
de la fotosintesis, el metabolismo secundario y el transporte de solutos juegan un papel
clave en la tolerancia al frio, especialmente en especies relacionadas como Arabidopsis
thaliana, lo que sugiere que los genotipos de quinua podrian compartir mecanismos de
defensa similares (Adhikari et al., 2022; Konstantinov et al., 2021; Xu et al., 2023).

El presente estudio se centra en dos genotipos contrastantes de quinua: CRQ64,
que ha mostrado una notable tolerancia al frio, y CSQ5, que es susceptible a bajas
temperaturas (Zheng et al., 2022). El propdsito fue analizar las redes bioldgicas de genes

regulados en respuesta al estrés por frio en estos dos genotipos, con el fin de identificar
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las diferencias clave que influyen en la eficiencia de las rutas metabdlicas y en la
funcionalidad proteica asociada con la tolerancia y susceptibilidad al frio.

Dentro de los objetivos especificos, se realizo un alineamiento local de los genes
regulados en los genotipos de quinua con los genes homologos de Arabidopsis thaliana.
Este andlisis comparativo permitio identificar similitudes y diferencias en los genes
responsables de las respuestas al frio en ambas especies, lo que proporciono informacion
valiosa sobre los mecanismos moleculares conservados y divergentes entre ellas.
Ademas, se analizé el enriquecimiento funcional de los genes regulados en las rutas
metabdlicas de KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), lo que permitié
identificar las principales vias metabolicas implicadas en la respuesta al frio en los

genotipos tolerante y susceptible.

Otro aspecto crucial de este trabajo fue la evaluacion de la centralidad de los genes
en las redes de interaccién bioldgica. Los genes con alta centralidad suelen desempefiar
funciones reguladoras criticas, y su identificacion puede revelar los componentes mas
importantes en la respuesta al estrés por frio. Por ultimo, se determinaron los clisteres
proteicos y sus respectivas categorias funcionales dentro de las redes de interaccion
proteina-proteina, lo que permitié una comprension mas completa de como las proteinas
reguladas por el frio colaboran para activar mecanismos de defensa y respuesta en cada

genotipo.

Este tipo de estudios no solo es fundamental para avanzar en el conocimiento de
la biologia de la quinua, sino que también tiene importantes implicaciones practicas. La
identificacion de redes genéticas y proteicas clave en la tolerancia al frio puede facilitar
el desarrollo de nuevas estrategias de mejoramiento genético orientadas a producir
variedades de quinua mas resistentes a climas frios, lo cual es especialmente relevante en
el contexto actual de cambio climatico, donde las fluctuaciones térmicas representan un

desafio creciente para la agricultura global.

Este trabajo de investigacion se organiza en una estructura detallada que abarca
diversos aspectos fundamentales del estudio. El Capitulo | ofrece una visién concisa del
marco tedrico, recopilando y sintetizando las referencias relevantes de investigaciones
previas que proporcionan el contexto y el fundamento tedrico necesario para la
comprension del tema. El Capitulo Il profundiza en el problema de investigacion,

delineando claramente los objetivos planteados y como estos orientan el enfoque del

4
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estudio. En el Capitulo Ill, se proporciona una descripcién exhaustiva del lugar de
investigacion, especificando tanto la poblacién como la muestra seleccionada para el
estudio. Este capitulo también detalla el proceso metodologico empleado para alcanzar
los objetivos especificos, incluyendo una explicacion de las variables dependientes e
independientes, asi como los equipos y técnicas utilizados en la recoleccion y analisis de
datos. El Capitulo IV esta dedicado a la presentacion de los resultados y la discusion de
los mismos, incorporando las tablas estadisticas generadas con el software R, version
4.4.1, que ilustran los hallazgos del estudio. Finalmente, el trabajo concluye con
conclusiones y recomendaciones derivadas del analisis, una lista exhaustiva de las
bibliografias consultadas, y los anexos pertinentes que proporcionan material

suplementario adicional para una comprension completa de la investigacion.
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CAPITULO I
REVISION DE LITERATURA
1.1 Marco tedrico
1.1.1 El cultivo de la quinua

La quinua (Chenopodium quinoa Willd.) se ha convertido en un cultivo de
creciente importancia a nivel global debido a su notable valor nutricional y su
capacidad para adaptarse a una amplia gama de condiciones ambientales (Pathan y
Siddiqui, 2022). Originaria de los Andes, la quinua ha sido cultivada por mas de 7000
afios y es reconocida por su excepcional perfil nutricional, que incluye un alto
contenido de proteinas de calidad, con todos los amino&cidos esenciales, asi como
vitaminas (B, C y E), minerales (hierro, magnesio, zinc, y calcio) y compuestos
antioxidantes como los flavonoides y las saponinas (Chaudhary et al., 2023; Pathan y
Siddiqui, 2022). Esta composicion hace de la quinua un alimento fundamental en la
lucha contra la desnutricion y un recurso importante para mejorar la seguridad

alimentaria en paises en desarrollo (Bazile et al., 2016).

Un aspecto crucial de la quinua es su adaptabilidad a entornos dificiles. A
diferencia de otros cultivos béasicos, la quinua puede crecer en suelos pobres y tolera
una variedad de factores abioticos adversos, como la salinidad, la sequia y las
temperaturas extremas (Bazile et al., 2016). Esta capacidad de adaptacion la ha hecho
muy valiosa para su expansion en regiones que enfrentan problemas debido al cambio
climatico, permitiendo la produccién de alimentos en zonas donde otros cultivos no
prosperan (Jaikishun et al., 2019). La resistencia de la quinua a diversas condiciones
ambientales la convierte en una opcién viable para la agricultura sostenible y la

diversificacion de los sistemas agricolas en todo el mundo (Jacobsen et al., 2003).

En términos econdémicos, la quinua ha ganado reconocimiento en mercados
internacionales, donde su demanda ha crecido significativamente en las Ultimas
décadas debido al interés por alimentos saludables y la busqueda de productos
alternativos sin gluten (Pathan y Siddiqui, 2022). Esto ha generado oportunidades
para los pequefios agricultores andinos, quienes son los principales productores de
quinua. Sin embargo, también ha planteado desafios relacionados con la produccion
sostenible y el mantenimiento de la biodiversidad de las variedades locales, las cuales

estan adaptadas a las condiciones especificas de cada regién (Bazile et al., 2016).
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Ademas, desde una perspectiva de salud publica, la quinua es un cultivo que
contribuye al desarrollo de dietas mas equilibradas y nutritivas (Chaudhary et al.,
2023). La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO) declar6 2013 como el "Afio Internacional de la Quinua™ en reconocimiento a
su potencial para contribuir a la seguridad alimentaria mundial, destacando su
relevancia no solo para las comunidades agricolas de los Andes, sino para todo el
mundo, en particular en un contexto donde se busca combatir el hambre y la

malnutricion a nivel global (FAO et al., 2013).

Aellen y Just (1943) planted las siguientes categorias taxondémicas para la

quinua:

Reino:  Plantae
Division:  Faner6gamas
Clase:  Dicotyledoneae
Orden: Cariofilales
Familia:  Amaranthaceae
Género: Chenopodium
Especie:  Chenopodium quinoa Willd.

1.1.2 Genética de la Quinua

La genética de la quinua, mas alla de su complejidad poliploide y diversidad
gendmica, también involucra la exploracion de marcadores moleculares que pueden
ser clave para la adaptabilidad de esta especie a condiciones de estrés por frio (Afzal
etal., 2023a). Estudios genéticos avanzados, como la identificacién de loci de
caracteristicas cuantitativas (QTL), permiten mapear regiones especificas en el
genoma de la quinua asociadas con rasgos de interés, como la resistencia al frio. Esta
aproximacion proporciona informacion precisa sobre las bases genéticas de las
variaciones fenotipicas y permite la identificacion de genes candidatos responsables
de respuestas climéticas especificas (Xie et al., 2023).

Ademas, la gendmica funcional se convierte en una herramienta esencial al
estudiar la expresion de genes durante el estrés por frio. La aplicacion de técnicas
como la secuenciacion de ARN (ARN-Seq) permite analizar de manera exhaustiva
los perfiles de expresion génica, identificando genes que se activan o desactivan en
respuesta al estrés termico (Zheng et al., 2022). Esto no solo revela los mecanismos

moleculares especificos desencadenados por el frio, sino que también destaca
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aquellos genes que podrian desempefiar un papel crucial en las adaptaciones de la
quinua a condiciones ambientales desafiantes (Ilhan et al., 2023). La genética de la
quinua, combinando enfoques moleculares, gendémicos y de expresion génica, emerge
como un campo de estudio integral y dindmico. A traves de estas investigaciones, se
espera no solo ampliar nuestra comprension de los fundamentos genéticos de la
resistencia al frio en la quinua, sino también proporcionar herramientas para el
desarrollo de estrategias de mejora genética precisas y efectivas. La integracion de
estos conocimientos genéticos en practicas agricolas contribuird significativamente a
fortalecer la capacidad de la quinua para enfrentar los desafios climaticos y garantizar

su papel vital en la seguridad alimentaria global (Anuradha et al., 2023).
1.1.3 Estrés por frio en plantas

El estrés por frio es un fendmeno ambiental critico que afecta el desarrollo, el
rendimiento y la supervivencia de las plantas. Se manifiesta cuando las temperaturas
descienden por debajo de los umbrales 6ptimos para el crecimiento, lo que conlleva
a una serie de respuestas moleculares y fisiologicas adaptativas (Adhikari et al.,
2022). A nivel molecular, las plantas desencadenan una serie de eventos que incluyen
cambios en la expresion génica, alteraciones en la sintesis de proteinas y ajustes en la
homeostasis celular (Y. Niu etal., 2023). La percepcion del estrés por frio
desencadena la activacion de vias de sefializacion intracelular, como la via de
sefializacion de respuesta al frio (COR, por sus siglas en inglés) y la sintesis de
proteinas conocidas como proteinas de respuesta a la escarcha (COR proteins) (Xu
et al., 2023). Estos eventos buscan ajustar la fisiologia de la planta para mitigar el
dafio causado por las bajas temperaturas. La expresion diferencial de genes clave,
como aquellos que codifican factores de transcripcion reguladores y proteinas
protectoras, juega un papel central en las adaptaciones de las plantas al estrés térmico
(Adhikari et al., 2022).

Investigaciones previas han documentado la complejidad de las respuestas
moleculares al estrés por frio en diversas especies vegetales, resaltando la plasticidad
genética que permite la adaptacion a condiciones ambientales cambiantes (Adhikari
etal., 2022; Ilhan et al., 2023; Xu et al., 2023). En el caso especifico de la quinua
(Chenopodium quinoa), a pesar de ser reconocida por su resistencia y adaptabilidad,

se requiere una exploracion mas profunda de los mecanismos moleculares que
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subyacen a sus respuestas al frio, con el fin de identificar elementos especificos que

contribuyan a su robustez frente a este tipo de estrés (Ruiz, 2023).
1.1.4 Expresion génicay redes biologicas

La regulacion de la expresion génica es un proceso central en la adaptacion
de las plantas al estrés por frio. Ante condiciones térmicas adversas, se desencadenan
cambios en la expresion de un conjunto diverso de genes, lo que permite la
reconfiguracion de las respuestas bioldgicas para contrarrestar el impacto del estres
(Ding etal., 2024). La construccion de redes bioldgicas emerge como una
herramienta esencial para entender la complejidad de estas respuestas a nivel
sistémico. Las redes bioldgicas representan las interacciones entre genes y proteinas,
proporcionando una vision integradora de como los componentes moleculares se
coordinan para llevar a cabo funciones especificas. En el contexto del estrés por frio,
estas redes reflejan la cascada de eventos moleculares, desde la percepcion del estrés
hasta las respuestas adaptativas (Nithya et al., 2024). La co-expresion génica, las
interacciones proteina-proteina y otros enfoques permiten identificar patrones
emergentes y conexiones funcionales entre genes, revelando mddulos y nodos criticos
en la red que pueden ser clave para la resistencia al estrés térmico (Yaschenko et al.,
2022).

La construccion de redes bioldgicas en el marco de este estudio no solo
proporcionara una representacion grafica de las interacciones génicas, sino que
también permitira la identificacion de genes centrales dentro de estas redes (Ding
et al., 2024; Nithya et al., 2024). El anélisis de la centralidad de los genes destaca
aquellos nodos cruciales que tienen un impacto significativo en la coordinacién de
las respuestas moleculares al estrés por frio. Este enfoque sistémico es esencial para
comprender cémo las diversas piezas del rompecabezas genético interactlan de
manera coordinada para conferir resistencia a la quinua en condiciones de bajas

temperaturas (Fernandez-Pozo et al., 2022).
1.1.5 Herramientas bioinformaticas en biologia molecular

La era de la gendmica y la biotecnologia ha impulsado el desarrollo de
herramientas bioinformaticas que desempefian un papel esencial en la interpretacién
de datos moleculares a gran escala. Estas herramientas permiten analizar enormes

volimenes de informacion, desde la secuenciacion del genoma hasta la expresion
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génica, facilitando asi la identificacion de patrones y relaciones complejas dentro de
los sistemas biologicos (Kanehisa et al., 2016). En el contexto del estudio de las
respuestas al estrés por frio en la quinua, la bioinformatica ha revolucionado la
manera en que se abordan estos fendmenos, proporcionando métodos avanzados para
analizar y comprender la complejidad de las redes génicas involucradas (Xie et al.,
2023).

Las herramientas bioinformaticas, como BLAST, Clustal Omega y sistemas
de analisis de redes como Cytoscape, permiten comparar secuencias génicas entre
especies, identificar genes homdélogos y modelar las interacciones moleculares en
redes bioldgicas complejas (Fernandez-Pozo etal., 2022). En el estudio de las
respuestas al estrés abidtico, estas herramientas han permitido mapear las vias
metabdlicas afectadas, asi como identificar genes clave en la respuesta al frio, como
aquellos asociados con la biosintesis de flavonoides y la regulacion de la fotosintesis
(Adhikari et al., 2022). Estas rutas pueden ser analizadas mediante bases de datos
como KEGG, que permite visualizar el enriquecimiento de genes en rutas especificas,
ofreciendo una vision integral de los mecanismos bioldgicos subyacentes (Kanehisa
etal., 2016).

Otro aspecto clave es la integracion de datos O6micos, que incluye la
combinacion de datos transcriptomicos, protedmicos y metabolémicos. Plataformas
como STRING y GeneMANIA permiten predecir interacciones proteina-proteina,
proporcionando una comprension mas profunda de los complejos moleculares y las
funciones proteicas que estan involucradas en la respuesta al frio en los genotipos de
quinua (Szklarczyk et al., 2023). Estas herramientas no solo ayudan a identificar
genes regulados diferencialmente, sino que también permiten establecer redes
funcionales que revelan cémo estos genes interactlan para regular procesos

bioldgicos fundamentales en la tolerancia al estrés (Ge et al., 2020).

Las técnicas de andlisis de expresion génica, como RNA-seq, han facilitado
la cuantificacion precisa de los niveles de expresion de miles de genes
simultdneamente. Con el uso de algoritmos avanzados y plataformas de analisis,
como DESeq2 o EdgeR, es posible identificar genes que se regulan diferencialmente
bajo condiciones de frio, proporcionando informacion valiosa sobre las adaptaciones
genéticas de la quinua frente a este tipo de estrés. Estas herramientas permiten que
los investigadores no solo identifiquen genes especificos que responden al estrés por

frio, sino también comprendan como se organiza la red de respuesta genética y qué
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genes desempefian roles centrales en la regulacion de la adaptacion (Fernandez-Pozo
etal., 2022).

1.1.6 Anotacion funcional

Las herramientas de anotacién funcional permiten asignar funciones
bioldgicas especificas a los genes identificados en las redes bioldgicas (Kosova et al.,
2015). La identificacion de funciones como factores de transcripcion, enzimas, o
proteinas estructurales contribuye a esclarecer los roles individuales de los genes y su
participacion en las rutas metabdlicas relacionadas con la resistencia al estrés por frio

en la quinua (Zhao y Rhee, 2022).
1.1.7 Enriquecimiento en las vias metabolicas

El enriquecimiento en las vias metabolicas es una técnica bioinformética
utilizada para identificar qué rutas metabolicas especificas estan sobrerrepresentadas
en un conjunto de genes o proteinas que han sido previamente seleccionados, por
ejemplo, por estar diferencialmente expresados bajo ciertas condiciones
experimentales (Zhao y Rhee, 2022). Esta metodologia permite detectar procesos
bioldgicos clave, como el metabolismo de carbohidratos, la biosintesis de lipidos o la
fotosintesis, que pueden estar implicados en la respuesta de un organismo a factores
ambientales, enfermedades, o estrés abidtico como el frio. Herramientas como KEGG
0 Reactome se utilizan para asociar estos genes o proteinas a vias metabdlicas
especificas, proporcionando informacién sobre los mecanismos moleculares

subyacentes (Kanehisa et al., 2016).
1.1.8 Analisis de Co-expresion

El andlisis de Co-expresion es fundamental para identificar genes que se
expresan de manera coordinada en respuesta al estrés térmico. Estos genes co-
expresados tienden a formar modulos funcionales dentro de las redes bioldgicas,
revelando patrones de regulacion y cooperacién molecular. Este analisis proporciona
una perspectiva mas profunda sobre como los genes interactlan y se regulan
mutuamente en contextos especificos, como el estrés por frio en la quinua (Zhao y
Rhee, 2022).
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1.1.9 Prediccion de interacciones proteina-proteina

La prediccion de interacciones proteina-proteina (PPI) es una herramienta
esencial en la biologia molecular y la bioinformatica, ya que permite modelar las
redes bioldgicas que subyacen a diversos procesos celulares. En el contexto de la
respuesta al estrés por frio en la quinua, esta metodologia resulta crucial para
comprender cémo las proteinas, codificadas por genes regulados en estas
condiciones, interactlian entre si para mantener la homeostasis y activar mecanismos
de defensa (Ding et al., 2024).

El analisis de PPl no solo predice las interacciones fisicas entre proteinas,
sino que también ayuda a identificar los "nodos" o puntos clave dentro de la red de
interaccion que pueden desempefiar un papel fundamental en la regulacién de rutas
metabdlicas y mecanismos de sefializacion celular. Al identificar estas proteinas
centrales, los investigadores pueden focalizarse en blancos especificos para mejorar
la resistencia al estrés por frio mediante la ingenieria genética o la seleccion asistida

por marcadores (Nithya et al., 2024).

Existen diversas bases de datos y algoritmos computacionales, como
STRING, IntAct y BioGRID, que permiten prever y validar interacciones proteina-
proteina basadas en datos experimentales o0 modelos computacionales (Szklarczyk
etal., 2023). Estos enfoques permiten, determinar como ciertas proteinas clave
regulan procesos como la proteccion de la membrana celular, la sefializacién
hormonal o la reparacion del dafio oxidativo, los cuales son vitales para la
supervivencia de plantas bajo condiciones de estrés abidtico. En la quinua, estas
predicciones pueden proporcionar informacion valiosa sobre qué proteinas estan
involucradas en la respuesta al frio y como podrian ser manipuladas para mejorar la

tolerancia de los cultivos a condiciones climaticas adversas (Zheng et al., 2022).

De esta manera, la prediccion de PPI no solo contribuye a la comprension de
la biologia molecular de la quinua, sino que también abre nuevas oportunidades para
la mejora genética de cultivos. Esto es especialmente relevante en un contexto global
de cambio climatico, donde las herramientas bioinformaticas y la biotecnologia son
fundamentales para desarrollar variedades de plantas mas resistentes a los factores

ambientales extremos (Di Silvestre et al., 2022).
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1.1.10 Identificacion de nodos centrales

La identificacion de nodos centrales en redes de interaccidn proteina-proteina
(PPI) es un componente critico para entender la arquitectura y la dinamica de las redes
bioldgicas en organismos como la quinua, especialmente en contextos de estrés
abiodtico como el estrés por frio. Los nodos centrales son proteinas que, debido a su
elevado nimero de interacciones con otras proteinas, juegan un papel crucial en la

integracion y regulacion de multiples procesos biologicos (Nithya et al., 2024).

Estos nodos centrales, a menudo denominados "hub proteins™, son esenciales
para la formacion y estabilidad de la red de interaccion. Actdan como puntos de
conexion que orquestan la comunicacion entre diferentes componentes de la red,
facilitando la coordinacion de respuestas moleculares complejas. En la respuesta al
estrés por frio, los nodos centrales pueden incluir proteinas que regulan la
sefializacion celular, la respuesta a hormonas y la reparacion de proteinas dafiadas,
asi como la proteccion de membranas celulares y la modificacion de proteinas en

respuesta al estrés ambiental (Ding et al., 2024; Nithya et al., 2024).

El andlisis de nodos centrales proporciona una vision profunda sobre cuales
proteinas son fundamentales para mantener la homeostasis celular y adaptar el
organismo a condiciones adversas. En la quinua, identificar estos nodos permite a los
investigadores entender mejor cémo se coordinan las respuestas de las plantas al frio
y qué proteinas son mas relevantes para la mejora genética. Esta informacion puede
ser utilizada para disefiar estrategias de ingenieria genética y seleccion asistida que
optimicen la tolerancia al frio, mejorando asi la resiliencia de los cultivos frente al

cambio climético (Smita et al., 2020).

Ademas, el enfoque en nodos centrales ayuda a priorizar las proteinas para
estudios adicionales, ya que su funcion central en la red implica que cualquier
alteracion en su actividad puede tener un impacto significativo en el funcionamiento
global de la red. Por lo tanto, los nodos centrales no solo son cruciales para entender
las respuestas moleculares en condiciones de estrés, sino que también representan
objetivos estratégicos para intervenciones biotecnoldgicas destinadas a mejorar la
resistencia de los cultivos a condiciones extremas (Kosova et al., 2015; Nithya et al.,
2024).
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1.1.11 Modularidad de las redes

La prediccion de interacciones proteina-proteina contribuye a la
identificacion de modulos funcionales dentro de las redes bioldgicas. Estos modulos
representan conjuntos de proteinas que colaboran de manera estrecha en funciones
especificas. En el contexto del estrés por frio, la modularidad de las redes destaca
grupos de proteinas que trabajan de manera coordinada para llevar a cabo procesos
bioldgicos esenciales para la respuesta y la adaptacion de la quinua a las bajas
temperaturas (S. Wang et al., 2022).

1.1.12 Validacién experimental

Aunque la prediccion de interacciones proteina-proteina es un enfoque
valioso, es crucial validar experimentalmente estas interacciones para garantizar su
relevancia biolégica. Experimentos como la Co-inmunoprecipitacion y la técnica del
sistema de doble hibrido pueden confirmar las interacciones predichas, brindando una
capa adicional de confianza en los resultados obtenidos mediante herramientas
bioinforméticas (Zhao y Rhee, 2022). La prediccion de interacciones proteina-
proteina, en conjunto con otras herramientas bioinformaticas, proporciona una vision
detallada de la arquitectura molecular de las redes bioldgicas en respuesta al estrés
por frio en la quinua. Estos enfoques permiten no solo identificar potenciales
objetivos de investigacion, sino también comprender como las proteinas interactlian
para coordinar respuestas adaptativas y mejorar la resistencia de la quinua en

ambientes frios (Gao et al., 2023).
1.1.13 Revision de literatura cientifica

La revision exhaustiva de la literatura cientifica relevante complementa las
herramientas bioinformaticas al proporcionar contextos adicionales sobre las
funciones y relaciones de los genes identificados. Integrar datos experimentales con
informacion previamente documentada contribuye a una interpretacion mas completa
de la funcion bioldgica de los genes clave en las redes bioldgicas (Fernandez-Pozo
et al., 2022). La aplicacion conjunta de estas herramientas bioinformaticas permitira
una caracterizacion detallada de las redes bioldgicas en respuesta al estrés por frio en
la quinua, mejorando la comprension de los mecanismos moleculares subyacentes.
Este enfoque integrado proporcionard una vision mas completa y precisa de las

adaptaciones genéticas al frio en esta especie, facilitando la identificacién de
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objetivos para estrategias de mejora genética orientadas a fortalecer su resistencia a
condiciones ambientales adversas (C. Zhang et al., 2023).

1.1.14 Diferencias genéticas y adaptaciones al estrés

La variabilidad genética en genotipos de quinua ofrece un terreno fértil para
entender las adaptaciones al estrés por frio. Los polimorfismos genéticos, como los
SNPs, establecen la diversidad genética, y la identificacion de genes candidatos
asociados con la resistencia al frio es fundamental (Ilhan et al., 2023). La expresién
génica diferencial y la gendmica comparativa entre genotipos revelan patrones
adaptativos y regiones gendémicas especificas relacionadas con la resistencia al estrées
térmico. La seleccion artificial y la mejora genética basadas en estas diferencias
genéticas pueden guiar el desarrollo de variedades mejoradas de quinua, aumentando
su resiliencia frente a condiciones climéticas adversas y contribuyendo asi a la
seguridad alimentaria en entornos cambiantes(Afzal et al., 2023b). Este enfoque
integrado proporciona una vision profunda de las estrategias genéticas que subyacen
a la resistencia al frio en la quinua, un cultivo esencial en la lucha contra los desafios
climaticos. La variabilidad genética entre diferentes genotipos de una especie puede
influir en la respuesta al estrés. Comprender las diferencias y similitudes en las redes
génicas entre genotipos contrastantes proporciona informacion clave sobre las
adaptaciones genéticas especificas que han evolucionado para enfrentar condiciones

ambientales adversas, como el estrés por frio (Ruiz, 2023).
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1.2

Antecedentes
1.2.1 Internacionales

Wang et al. (2022) identificaron que Wucai enfrenta desafios en su
crecimiento debido a las bajas temperaturas, 10 que impacta negativamente en su
rendimiento y calidad. Aunque los mecanismos moleculares que subyacen a la
tolerancia al frio en Wucai no estdn completamente comprendidos. Durante el
analisis transcriptomico posterior a un tratamiento de frio, se identificaron 3536 y
3887 genes expresados diferencialmente (DEG) en CT y CS, respectivamente, en
comparacion con los niveles de control. El andlisis de ontologia genética (GO)
resaltd la activacion de respuestas a cadmio, acido jasmoénico y herida en el
genotipo tolerante al frio. Los DEG estuvieron asociados con procesos
metabdlicos como el metabolismo del almidon y sacarosa, metabolismo del
glutation y metabolismo del acido a-linolénico, siendo este Gltimo especifico de
CT. Se identificaron genes cruciales, incluyendo glutation S-transferasas (GST),
lipoxigenasa 13S (LOX) y factores de transcripcion (TF) como ERF53, bHLH92,

WRKY53 y WRKY54, sugiriendo su relevancia en la respuesta al estrés por frio.

Wang et al. (2021) mencionan que la baja temperatura sin congelacion
representa un desafio clave para el crecimiento y rendimiento del mani (Arachis
hypogaea L.), pero los mecanismos moleculares de su resistencia al frio eran
desconocidos. Un estudio abordo esta brecha mediante anélisis metabolomico de
dos variedades de mani sometidas a estrés por frio. Se identificaron metabolitos,
como carbohidratos y poliaminas, con una acumulacion mas pronunciada en la
variedad tolerante al frio (SLH) que en la susceptible (ZH12), indicando su papel
protector contra el dafio por frio. La secuenciacion del transcriptoma revel6 3,620
genes de tolerancia al frio (CTG), enriquecidos especialmente en la via de
"biosintesis de fenilpropanoides”. El anélisis de redes de coexpresion de genes
identifico modulos vitales y genes clave, destacando la sobreexpresion mas rapida
de genes relacionados con azucares solubles, poliaminas y lignina G en SLH en
comparacion con ZH12 a bajas temperaturas. Estos hallazgos no solo amplian la
comprension de la adaptacién del mani a temperaturas bajas, sino que también
ofrecen perspectivas valiosas para la mejora geneética de la tolerancia al estrés en

los cultivos.
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Niu et al. (2023) indican que el conocimiento sobre los mecanismos de
tolerancia al frio en las plantulas de arroz en la etapa reproductiva es limitado, a
pesar de que el mecanismo de regulacion en etapas anteriores es relativamente
claro. En este estudio, se realizaron analisis de redes de expresion diferencial y
coexpresion en tejidos de panicula y hoja bandera de dos cultivares de arroz: uno
tolerante al frio (Huaidao5) y otro sensible (Huaidao9), sometidos a estrés por frio
en la etapa reproductiva. Se encontré que en Huaidao5, los genes relacionados
con el estrés, como la via de sefializacion MAPK y el metabolismo del glutation,
se expresaron constitutivamente altos, especialmente en las paniculas. La
resistencia de Huaidao9, en cambio, se basé en la resistencia inducida al frio en
hojas y paniculas. La integracion de la expresion diferencial con redes de
coexpresion permiti6 prever 161 genes candidatos que afectan la
respuesta/tolerancia al frio. Este estudio proporciona una estrategia para
comprender los mecanismos de tolerancia al frio en el arroz, identificando genes

clave y ofreciendo perspectivas para la mejora genética de la tolerancia al estrés.

Xu et al. (2023) mencionan que el dafio por congelacion en invierno
representa un estrés significativo para las plantas, especialmente para los arboles
frutales de hoja caduca, que resisten mediante la induccién de la latencia. Aunque
diferentes cultivares de la misma especie tienen estrategias distintas de resistencia
al frio, se sabe poco sobre el mecanismo molecular de los manzanos en respuesta
a dafios por congelacién durante el letargo invernal. Este estudio utilizé ramas de
dos cultivares de manzano, 'Hanfu' (HF, resistente al frio) y 'Changfuji No. 2' (CF,
sensible al frio), para explorar su resistencia al frio a través de analisis fisiol6gicos,
bioguimicos, transcriptomicos y metaboldmicos. Los resultados revelaron que HF
exhibié una mayor capacidad de regulacion osmética y actividad enzimatica
antioxidante, asi como una mayor resistencia al frio en comparacion con CF. El
analisis de enriquecimiento funcional indic6 que ambas variedades se
enriquecieron en vias relacionadas con la transduccion de sefiales, regulacion
hormonal y metabolismo del azucar bajo estrés por congelaciéon. La HF acumuld
especificamente metabolitos como galactinol, rafinosa y estaquiosa, mientras que
CF mostr6 una menor capacidad antioxidante y menor acumulacion de estos
compuestos. Estos hallazgos profundizan la comprension del mecanismo de

resistencia al frio en los manzanos durante la latencia invernal, destacando las
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diferencias metabolicas clave como factores principales en la variabilidad de la

resistencia al frio entre cultivares.

Wang et al. (2022) en su trabajo de investigacion se basaron en los rasgos
fenotipicos y los indicadores fisioldgicos, eligieron el genotipo "W18" (designado
como CT) tolerante al frio y el genotipo "Sw-1" (denominado CS) sensible al frio
entre seis genotipos de wucai. Se llevaron a cabo andlisis transcriptomicos
utilizando hojas de plantulas después de someterlas a un tratamiento de frio
durante 24 horas. Se detectaron un total de 3536 y 3887 genes expresados
diferencialmente (DEG) entre el transcriptoma comparativo de baja temperatura
(LT) y el control (NT) en CT y CS, respectivamente, con 1690 DEG especificos
de CT. EIl andlisis de ontologia genética (GO) revel6 que la respuesta al ion
cadmio (GO: 0,046686), la respuesta al acido jasmonico (GO: 0,009753) y la
respuesta a la herida (GO: 0,009611) se vieron enriquecidas en CT (LT vs NT).
Los DEG también se enriquecieron en el metabolismo del almidén y la sacarosa
y en el metabolismo del glutatién en ambos grupos, mientras que el metabolismo
del acido o-linolénico se enriquecid solo en CT (LT vs NT). Estos procesos
incluyeron genes como las glutatién S-transferasas (GST), la lipoxigenasa 13S
(LOX) y el dominio ZIM del jasmonato (JAZ), asi como factores de transcripcion
(TF) como el factor de transcripcion 53 sensible al etileno (ERF53), hélice-bucle-
hélice basica 92 (bHLH92), WRKY53 y WRKY54. Nuestra hipotesis es que estos
genes desemperian roles significativos en la respuesta al estrés por frio en esta

especie.

En el estudio realizado por Luo et al. (2022) se llevaron a cabo analisis
transcriptomicos en diferentes momentos utilizando tabaco Tai (TT, susceptible
al frio) y tabaco Yan (YT, resistente al frio), los cuales exhiben respuestas al frio
contrastantes. Se identificaron genes expresados diferencialmente (DEG)
similares en ambos cultivares al compararlos con el control correspondiente (sin
tratamiento de frio), los cuales estuvieron principalmente relacionados con la
respuesta a estimulos abi6ticos, procesos metaboélicos y actividades de quinasa.
Al comparar los dos cultivares en cada momento, se observaron niveles de
expresion mas altos de genes responsables del estrés ambiental en YT en
comparacion con TT. Mediante el Andlisis de red de coexpresion genética
ponderada (WGCNA), se identificaron dos modulos principales: el médulo rosa
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mostrd similitudes mientras que el modulo marrén fue distinto entre los dos
cultivares. Asimismo, se identificaron 100 genes centrales, que incluyeron 11
factores de transcripcion (TF) importantes posiblemente implicados en el estres
por frio, 3 TF clave en el modulo marréon y 8 TF clave en el modulo rosa. Es
destacable que, segun las redes reguladoras genéticas (GRN) entre los TF y otros
genes o TF mediante el uso de GENIE3, se identificaron 3 TF (ABI3/VP1, ARR-
B y WRKY) que desempefian un papel principal en las respuestas diferenciales al
frio entre los dos cultivares, y 3 TF clave (GRAS, AP2-EREBP y C2H2)

involucrados principalmente en las respuestas al frio.

En el estudio realizado por Sun et al. (2021) se llevaron a cabo ensamblajes
de datos de secuenciacion de ARN SMRT (Secuenciacion de ARN de Molécula
Unica en Tiempo Real) utilizando el método de novo, lo que resultd en la
produccion de 24,306 unigenes con un valor N50 de 1834 pb. El analisis de
enriquecimiento de genes expresados diferencialmente (DEG) de la Enciclopedia
de Genes y Genomas de Kyoto (KEGG) revel6 su implicacion en diversas vias,
como el metabolismo del almidon y la sacarosa, la via de sefalizaciéon de la
proteina quinasa activada por mitdgenos (MAPK), el sistema de sefializacion de
fosfatidilinositol, el metabolismo del inositol fosfato y la transduccién de sefiales
de hormonas vegetales. Especificamente en el metabolismo del almidon y la
sacarosa, se identificaron tres genes clave relacionados con la degradacion de la
celulosa, la sintesis de trehalosa y la degradacion del almidon. Se observo que las
actividades de beta-GC (beta-glucosidasa), TPS (trehalosa-6-fosfato sintasa) y
BAM (beta-amilasa), codificadas por los tres genes clave mencionados
anteriormente, se vieron aumentadas bajo estrés por frio. Tres factores de
transcripcion (TF) pertenecientes a las familias AP2/ERF, bHLH (hélice-bucle-
hélice basica) y MYB estuvieron implicados en la respuesta a bajas temperaturas.
Ademas, el andlisis de la red de coexpresion genética ponderada (WGCNA)
sefiald6 que beta-GC, TPS5 y BAMS3.1 eran genes clave involucrados en la
respuesta al frio y estaban altamente coexpresados junto con los genes CBF3,
MYC2y MYB44.

Zhang et al. (2022) sefialaron que la falta de comprension del mecanismo
molecular mediante el cual el mani se adapta al estrés por frio ha limitado el

avance en el mejoramiento molecular para aumentar la tolerancia al frio en esta
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planta. Para abordar esta brecha de conocimiento, se compararon las diferencias
tanto fisiologicas como transcripcionales entre dos genotipos de mani con niveles
contrastantes de tolerancia al estrés por frio. Se observo que la inhibicion de la
fotosintesis, principalmente debido a factores estomaticos, fue una respuesta
comun de las plantulas de mani al estrés por frio. Se encontré que los genotipos
con mayor tolerancia al frio tenian la capacidad de suprimir la acumulacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) para adaptarse al estrés frio, y se identifico
que las actividades mejoradas de las enzimas catalasa (CAT) y ascorbato
peroxidasa (APX) fueron las principales causas de la disminucion en el contenido
de peroxido de hidrogeno (H202). Los resultados de un analisis combinado de
indices fisioldgicos y datos de secuenciacion de ARN (RNA-Seq), llevado a cabo
mediante WGCNA, indicaron que los genes presentes en modulos clave estaban
significativamente enriquecidos en vias relacionadas con el proceso de oxidacion-
reduccion. Se sugiere que los genes centrales que codifican para receptores de
cinasa tipo receptor de leucina (RLK), CAT, MYC4, AOS, GST, PP2C, UPL5y
ZFP8 regulan positivamente la tolerancia al frio del mani, mientras que los genes
centrales que codifican para amilgaloide oxidasa (PAO), NAC2 y NAC72 podrian

regular negativamente esta tolerancia.

Cheng et al. (2020) destacaron que los cotiledones jovenes de las plantulas
de algoddn son particularmente vulnerables al estrés por frio. Con el objetivo de
comprender mejor el posible mecanismo de tolerancia al frio en los cotiledones
jévenes del algodon, se llevaron a cabo analisis fisiologicos y comparativos del
transcriptoma de dos variedades con fenotipos contrastantes. La evaluacion del
dafio por frio en los cotiledones jovenes de 74 variedades de algodon reveld que
la variedad H559 mostraba una mayor tolerancia, mientras que YM21 era mas
sensible al estrés por frio. Los analisis fisioldgicos indicaron una menor capacidad
de eliminacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y un mayor dafio en la
membrana celular en los cotiledones de YM21 en comparacion con H559 bajo
estrés por frio. El andlisis de secuenciacion de ARN identific un total de 44,998
genes expresados, de los cuales 19,982 fueron expresados diferencialmente
(DEG) en los cotiledones jovenes de ambas variedades sometidas a estrés por frio.
El analisis de redes de coexpresion genética ponderada (WGCNA) reveld cuatro

modulos significativos con una estrecha correlacién con muestras especificas.
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Ademas, el andlisis de enriquecimiento de términos GO encontr6 que muchos
genes en los modulos especificos de la variedad H559 estaban involucrados en la
resistencia de las plantas al estres abidtico. Asimismo, el analisis de vias de la
Enciclopedia de Genes y Genomas de Kyoto (KEGG) reveld que vias como la
transduccion de sefiales de hormonas vegetales, la sefializacion MAPK vy la
interaccion entre plantas y patdgenos estaban relacionadas con la respuesta al
estrés por frio. Se identificaron un total de 574 factores de transcripcion y 936
genes centrales en estos modulos. Veinte genes centrales fueron seleccionados
para su verificacion mediante qRT-PCR, lo que demostrd la confiabilidad y
precision de los datos del transcriptoma. Estos hallazgos proporcionan una base
solida para futuras investigaciones sobre el mecanismo molecular de la tolerancia

al frio en los cotiledones del algodon.

Vergata et al. (2022) destacan que los andlisis transcriptdbmicos son
herramientas esenciales para comprender a fondo los mecanismos moleculares
involucrados en las respuestas de las plantas al estrés abiotico. En este estudio, se
busco identificar genes clave regulados de manera diferencial en respuesta al
estrés por frio en varias especies vegetales con diversos niveles de tolerancia a las
bajas temperaturas. Se llevé a cabo un metanalisis utilizando datos de RNA-Seq
de estudios previamente publicados con condiciones experimentales comparables.
Los hallazgos confirmaron la relevancia del etileno en la interaccion hormonal
que modula las respuestas defensivas ante el estrés por frio, especialmente en
especies mas susceptibles. Se observd una activacion transcriptomica de cinco
genes relacionados con factores de respuesta al etileno y un factor de transcripcién
sensible a REDOX 1, implicados en vias hormonales asociadas con el
metabolismo del etileno y la transduccion de sefiales. Ademas, se registrd una
mejora en la actividad de transcripcién de dos genes que codifican factores de
choque térmico, asi como de varios genes asociados con procesos de desarrollo.
Se identificé que varias familias de factores de transcripcion se indujeron de
manera comun entre diferentes especies vegetales. Las redes de interaccion
proteina-proteina resaltaron la importancia de los fotosistemas | y 11, asi como de
los genes que codifican los factores de transcripcion HSF y WRKY. Ademas, se
elabor6 un modelo de red reguladora génica que subyace a las respuestas de las

plantas al estrés por frio, lo que facilita la identificacion de nuevos genes
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candidatos para la mejora genética de cultivos en términos de tolerancia a las bajas

temperaturas.

Xu et al. (2023) investigaron el impacto del dafio por congelacion en
arboles frutales de hoja caduca, centrandose en dos cultivares de manzanos:
'Hanfu' (HF), resistente al frio, y 'Changfuji No. 2' (CF), sensible al frio.
Observaron que la HF tenia una mejor capacidad de regulacion osmética y
actividad enzimatica antioxidante en comparacién con CF, lo que se traducia en
una mayor resistencia al frio. Los analisis fisiologicos y bioguimicos revelaron
una acumulacién de metabolitos protectores en HF, como rafinosa y estaquiosa, y
una mayor capacidad para eliminar especies reactivas de oxigeno (ROS) mediante
la acumulacion de acido 4-aminobutirico, espermidina y acido ascorbico. Por otro
lado, CF mostr6 una disminucion en la capacidad para eliminar ROS y una
reduccion en los niveles de antioxidantes como glutatién oxidado, vitamina C,
glutation y espermidina bajo estrés por congelacion. Ademas, identificaron una
fuerte induccidn de factores de transcripcion AP2/ERF y WRKY en respuesta al
estrés por congelacion en ambos cultivares. En conjunto, estos hallazgos destacan
las diferencias en los componentes metabolicos clave como el principal factor que
afecta la resistencia al frio entre los dos cultivares. Este estudio proporciona una
comprension més profunda del mecanismo de resistencia al frio en los manzanos
durante el periodo de latencia, lo que podria ser Gtil para mejorar la tolerancia al

frio en la agricultura.

Mita et al. (2020) enfocaron la atencidn en la tolerancia al estrés abidtico
en el arroz, un rasgo complejo influenciado por multiples genes y redes genéticas.
Utilizando la metatranscriptomica, identificaron genes y redes "tolerantes al estrés
abiotico" (ASTR) expresados especifica y diferencialmente en genotipos de arroz
resistentes a diversas condiciones de estrés. Descubrieron 6,956 genes ASTR,
incluyendo factores de transcripcion y mdédulos funcionales asociados con el
estrés abidtico. Alrededor del 65 % de estos genes mostraron expresion diferencial
en genotipos tolerantes a diferentes tipos de estrés. Estos genes ASTR podrian ser
utilizados para mejorar la tolerancia al estrés abidtico en el arroz y posiblemente

en otros cultivos.

22

repositorio.unap.edu.pe
{0 OIVI( (dl" adecuadd ! > eSla (e
I


https://www.zotero.org/google-docs/?m73QBq
https://www.zotero.org/google-docs/?RzcZH6

UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

En el estudio de Wang et al. (2021) se investigo la resistencia al frio en el
mani, un factor crucial para su crecimiento y rendimiento. Mediante analisis
metaboldmico y secuenciacion del transcriptoma, se identificaron metabolitos y
genes relacionados con la tolerancia al frio. Se encontro que la variedad tolerante
al frio mostraba una acumulacién mas alta de ciertos metabolitos y una expresién
mas activa de genes de tolerancia al frio, especialmente aquellos involucrados en
la biosintesis de fenilpropanoides y vias metabolicas relacionadas con el azucar
soluble, poliaminas y lignina. Estos hallazgos no solo amplian nuestra
comprension de la resistencia al frio en el mani, sino que también podrian servir
como base para mejorar la tolerancia al estrés en los cultivos mediante

modificaciones geneticas.

Konstantinov et al. (2021) mencionan que el trigo harinero enfrenta
desafios significativos debido a estreses abidticos como la sequia y el frio, que
afectan negativamente su productividad. Dado que la resistencia a estos factores
es un rasgo complejo y multigénico, los métodos genémicos modernos, como el
analisis completo del transcriptoma, son Utiles para identificar genes relacionados
con la respuesta al estrés y facilitar el mejoramiento genético. En este estudio, se
examinoO la respuesta transcriptdmica de dos variedades de trigo con diferentes
niveles de resistencia al estrés hidrico y por frio, utilizando la tecnologia MACE
de lllumina. Se identificaron grupos de genes asociados con la respuesta a estos
estreses, algunos de los cuales podrian ser candidatos para genes de resistencia.
Ademas, se observaron patrones comunes de cambio en la expresion génica en
respuesta al estrés, tanto en las variedades estudiadas como en datos
transcriptdmicos anteriores. Se encontraron diferencias en los SNP a lo largo de
los genomas de las variedades estudiadas, lo que proporciona informacién util
para el mejoramiento genético del trigo tolerante al estrés. Estos hallazgos

contribuyen al avance del mejoramiento asistido por genémica en trigo.
1.2.2 Nacionales

Correa Guerrero (2018) indica que las bajas temperaturas extremas
representan un desafio significativo para la produccion global de cultivos, y la
papa (Solanum tuberosum), un cultivo esencial para el consumo humano, es

considerada susceptible a heladas. La papa nativa resistente a heladas, Solanum
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juzepczukii, posee genes expresados en respuesta a bajas temperaturas que podrian
ser valiosos en programas de mejora genética mediante técnicas biotecnoldgicas.
Se implementd la metodologia de hibridacion sustractiva por supresion (SSH)
para construir dos genotecas de ADNCc reciprocas a partir de ARNm de hojas
expuestas a temperaturas bajo cero y comparadas con las de condiciones
normales. La secuenciacion de los ADNc utilizando tecnologia 454 revel6 que
aproximadamente el 80 % de los contigs obtenidos en ambas genotecas estaban
significativamente asociados con términos de ontologia de gen (GO). La
anotacion de estos genes identifico factores de transcripcion de las familias
WRKY, AP2/ERF y bHLH, vinculados a respuestas de resistencia frente a estres
abiotico. La validacion futura de la funcion de estos genes podria establecer

candidatos valiosos para la mejora genética de la papa.

Ponce Travezafio (2016) menciona que la sequia, es un desafio para la
agricultura, ha motivado la investigacion en cultivos cruciales como la papa
(Solanum tuberosum). En este contexto, se centra en comprender la relacion entre
miRNAs (ARNs pequefios no codificantes) y el fenotipo de tolerancia a la sequia
en la papa. Se utilizaron dos variedades de la subespecie andina, una resistente y
otra susceptible a la sequia, para analizar la respuesta génica de sus miRNAS
durante el estrés hidrico. La investigacion, que emple6 secuenciacién masiva de
ARNSs pequefios y andlisis bioinformaticos, identifico siete miRNAs expresados
de manera opuesta en las variedades tolerante y susceptible. Estos miRNAs, como
stu-miR172d-3p, stu-miR1886i-5p, stu-miR393-3p, stu-miR6025, stu-miR7992-
5p, stu-miR8004 y stu-miR8009, se postulan como candidatos clave vinculados
al fenotipo de tolerancia en la planta. Sus secuencias reguladas estan asociadas
con la produccién de antioxidantes, respuesta al ABA, desarrollo de la planta,
fijacién de CO2 y metabolismo de carbohidratos. Este estudio contribuye a la
comprension de los mecanismos moleculares que subyacen a la tolerancia a la
sequia en la papa, ofreciendo perspectivas valiosas para mejorar la resistencia de

los cultivos a condiciones de estrés hidrico.

Yousefi et al. (2022) investigaron la respuesta al estrés por frio en cultivos,
especialmente en climas tropicales y subtropicales, donde las bajas temperaturas
son un desafio para la productividad agricola. Se realizo un analisis combinado de

datos previamente publicados sobre cultivos tolerantes y sensibles al frio para
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comprender mejor las redes de regulacion génica y identificar genes clave
asociados con la tolerancia al frio. Este analisis reveld un conjunto comin de 236
y 242 genes regulados en genotipos sensibles y tolerantes, respectivamente,
implicados en modificaciones de proteinas, metabolismo hormonal, pared celular
y metabolismo secundario. Se observd una regulacion positiva de genes
relacionados con el estrés abidtico en genotipos sensibles, mientras que los
genotipos tolerantes mostraron una regulacion negativa. Ademas, se identificaron
proteinas altamente interactivas relacionadas con la tolerancia al frio. Este estudio
proporciona informacion valiosa para desarrollar marcadores moleculares y
estrategias de mejora genética, incluyendo el uso de tecnologias como
CRISPR/Cas9.

En su estudio, Toubiana et al. (2020) investigaron los efectos de la sequia
intermitente en la morfologia de las plantas y el metabolismo de los tubérculos de
papas. Utilizaron un panel de asociacion de 258 variedades y realizaron un estudio
de campo en lIca, Perl, bajo diferentes condiciones de riego. Se observaron
variaciones genotipicas y ambientales en los rasgos estudiados. Mediante analisis
estadisticos y de redes, se identificaron vinculos entre rasgos morfoldgicos y
metabolitos, destacando una correlacién significativa entre el fumarato y el vigor
de las plantas. Un estudio de asociacién de todo el genoma revel6 11 marcadores
asociados con fumarato, algunos de los cuales estaban ubicados dentro de genes
relacionados con procesos metabdlicos. Estos hallazgos son relevantes para
futuras estrategias de mejora de la papa, especialmente en el contexto del cambio

climético.

De la Cruz et al. (2023) se enfocaron en identificar nuevos genes de
resistencia al tizon tardio en la papa, causado por Phytophthora infestans,
utilizando cultivares diploides de Solanum tuberosum L. Andigenum Group
(StAG). Se empleo un analisis de expresién génica diferencial para comparar dos
accesiones con diferentes niveles de resistencia al tizén tardio. Se identificaron
303 genes candidatos relacionados con la resistencia, incluyendo genes Ry
proteinas asociadas con la resistencia a enfermedades. Este enfoque proporciona
una manera efectiva de identificar rapidamente nuevos genes de resistencia a

Phytophthora infestans en la papa.
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Harms et al. (2021) muchos programas que buscan controlar
bioldgicamente las malezas enfrentan desafios debido a la variabilidad espacial
en su efectividad, especialmente en climas templados, donde los agentes pueden
estar restringidos en distribucion o abundancia. En el caso de las malezas
acuaticas, aunque se han establecido agentes, su supervivencia se ve limitada por
condiciones de hibernacion en &reas de latitudes o elevaciones més altas. Esto
genera la necesidad de desarrollar herramientas de control biolégico nuevas o
mejoradas para areas especificas. Se propone abordar este desafio focalizandose
en las limitaciones de los agentes a bajas temperaturas y se sugiere una hoja de
ruta para mejorar su exito. Se consideran investigaciones a diferentes escalas
espaciales, desde lo global (exploracién extranjera) hasta lo local (cria selectiva)
y lo individual (modificacién molecular). Se sugiere que una combinacion de
métodos tradicionales y no tradicionales de exploracion podria llevar al
descubrimiento y desarrollo de agentes mejor adaptados. Un enfoque multivariado
que utilice métricas ecolégicamente relevantes podria ser necesario para evaluar
y comparar la tolerancia al frio entre las poblaciones de agentes. Estos datos
podrian ser Utiles para predecir donde y cuando los agentes seran mas abundantes,
utilizando modelos de nichos ambientales y climaticos, asi como las historias de
vida de las especies. Ademas, se sugiere el uso de enfoques de biologia sintética
y de sistemas, junto con tecnologias de genémica avanzada, para identificar y
modificar genes que mejoren la tolerancia al frio en los agentes. Sin embargo, se
sefiala que estas tecnologias ain no se han explorado completamente en el

contexto del control bioldgico de malezas.
1.2.3 Locales

Quintana Palacios (2018) menciona que, en las areas agroecolégicas de la
sierra peruana, actualmente se enfrentan eventos climaticos que representan una
amenaza para la produccidn agricola, como heladas, sequias y granizadas, que han
ocurrido de manera recurrente en los Gltimos afios. A pesar de la existencia de
técnicas agrondmicas para mitigar los efectos del estrés causado por las bajas
temperaturas, estas no son suficientes para reducir el riesgo de pérdidas en los
cultivos. Por lo tanto, es crucial identificar variedades de papa nativas que sean
tolerantes a estas condiciones climéticas adversas. El objetivo de la investigacion

fue precisamente identificar accesiones de papas nativas con tolerancia a bajas
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temperaturas (heladas) en condiciones simuladas en La Molina. Se seleccionaron
treinta accesiones de las regiones Cusco, Puno y Apurimac y se sometieron las
plantas a temperaturas de 4°C, 0°C y -4°C durante 2,5 horas. Antes de la
exposicion a bajas temperaturas, se registr0 el estado fenoldgico y se
caracterizaron diversas variables, como el color del tallo, grosor de la capa
empalizada del parénquima foliar, nUmero de estomas por area, contenido hidrico
y contenido de clorofila. Todas las accesiones estudiadas demostraron tolerancia
atemperaturas de 0°C y 4°C, y cuatro de ellas incluso a -4°C. Aquellas accesiones
con mayor tolerancia presentaron caracteristicas como una capa empalizada del
parénquima foliar mas gruesa, menor numero de estomas por &rea, menor
contenido hidrico, presencia de pigmentos antocianicos en el tallo y menor

contenido de clorofila.

Quispe Mayta (2019) realiz6 este trabajo de investigacion con el propdsito
de analizar el rendimiento de grano de tres variedades de quinua y un testigo con
zona de frio, que incluian CICA-17, CICA-18, CICA-127, y la variedad local
Amarilla Marangani como control, provenientes del Centro de Investigacion en
Cultivos Andinos (CICA). Busco determinar el comportamiento fenoldgico, asi
como medir el contenido bromatoldgico de proteinas, aminoacidos y saponina en
condiciones de frio. El disefio experimental utilizado fue el de bloques completos
al azar (DBCA), con cuatro repeticiones, totalizando 16 unidades experimentales.
Se aplico el método de siembra en surco a chorro continuo, con distancias de 0.80
m entre surcos y 0.10 m entre plantas, y una densidad de siembra de 125,000
plantas por hectarea. En el estudio de variedades de quinua, la Amarilla
Marangani (testigo) mostré mayor contenido de saponina y menor contenido de
proteinas y fibra en comparacion con las variedades CICA-17, CICA-18 y CICA-
127. La Amarilla Marangani también presentd valores mas altos de grasa, ceniza,
carbohidratos y algunos aminoacidos. Las diferencias en estos componentes
nutricionales sugieren variabilidad entre las variedades de quinua, destacando
CICA-127 con un contenido mas alto de proteinas y menor grado de saponina.
Estos hallazgos son esenciales para seleccionar variedades con caracteristicas

nutricionales especificas en programas de mejora genética de la quinua.
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CAPITULO II
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
2.1 Identificacion del problema

La quinua (Chenopodium quinoa Willd.) se ha destacado como un cultivo versatil
y nutritivo, pero su produccion enfrenta desafios significativos debido a factores
ambientales adversos, siendo el estrés por frio uno de los mas criticos (Xie et al., 2023).
La variabilidad en las respuestas al frio entre genotipos contrastantes de quinua sugiere
la existencia de mecanismos moleculares especificos que regulan estas respuestas (Ruiz,
2023). A pesar de los avances en la gendmicay la biotecnologia, la comprensién detallada
de las redes bioldgicas subyacentes a la respuesta al frio en la quinua sigue siendo limitada
(Anuradha et al., 2023; Nithya et al., 2024; S. Wang et al., 2022).

La falta de informacién sobre como los genes interactdan y se regulan en respuesta
al estrés por frio impide el disefio de estrategias precisas para mejorar la resistencia al frio
en este cultivo (Adhikari et al., 2022). La presente investigacion se propone abordar esta
laguna de conocimiento al enfocarse en la construccién detallada de redes bioldgicas que
representen las complejas interacciones entre los genes regulados durante el estrés por
frio. Ademas, se buscara entender la centralidad de los genes dentro de estas redes,
evaluar la funcion bioldgica de los genes clave identificados y analizar las diferencias y

similitudes entre genotipos contrastantes.

En este contexto, los genotipos contrastantes de quinua, como CRQ64 (tolerante)
y CSQ5 (susceptible), presentan una oportunidad Unica para el analisis comparativo de
redes bioldgicas y funcionales de genes regulados en respuesta al frio. Las diferencias en
la regulacion génica y las interacciones proteicas podrian ser claves para la comprensién
de como estos genotipos activan y coordinan rutas metabdlicas y mecanismos de defensa
bajo condiciones de estrés por frio. Sin embargo, existe una brecha en el conocimiento
acerca de como las redes de interaccién génica y proteica difieren entre genotipos
contrastantes de quinua. La identificacion de genes clave, rutas metabdlicas y cllsteres
proteicos asociados con la tolerancia o susceptibilidad al frio es esencial para mejorar la

resiliencia de este cultivo frente a los cambios climaticos.

Este estudio no solo aborda una necesidad critica en la investigacion agricola, sino

que también tiene implicaciones directas para la seguridad alimentaria global al
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proporcionar una base molecular para el mejoramiento genético de la quinua. La
identificacion de patrones de expresion génica y la comprensién de los mecanismos
moleculares subyacentes permitiran el desarrollo de variedades mas resistentes al estrés
por frio, contribuyendo asi a la sostenibilidad y la productividad de este cultivo esencial
en diversas regiones del mundo. Al mejorar la resiliencia de la quinua frente a condiciones
climaticas adversas, como las bajas temperaturas, no solo se garantiza la estabilidad del
suministro de alimentos en zonas donde el cultivo es un pilar econémico y nutricional,
sino que también se potencia su expansion hacia nuevas areas geogréaficas con climas mas
extremos. Esto es particularmente relevante en el contexto del cambio climatico, donde
los fendmenos meteoroldgicos impredecibles y los periodos de estrés abidtico son cada

vez mas frecuentes, afectando la produccion agricola mundial.

Ademas, al proporcionar una comprension detallada de las redes biologicas que
regulan la respuesta al frio en la quinua, se abre la posibilidad de aplicar estas estrategias
de mejoramiento genético a otros cultivos, lo que podria tener un impacto transformador
en la agricultura global. La quinua, conocida por su adaptabilidad y alto valor nutricional,
podria servir como modelo para estudios en otros cultivos menos resistentes, fomentando

practicas agricolas mas resilientes y sostenibles.
2.2  Enunciados del problema
2.2.1 Problema general

e  ;Cudles son las diferencias clave en las redes bioldgicas de genes regulados
en respuesta al estrés por frio en dos genotipos contrastantes de quinua

(Chenopodium quinoa)?
2.2.2 Problemas especificos

° ¢Como se alinean los genes regulados en los genotipos de quinua tolerante
y susceptible al estrés por frio con los genes homologos de Arabidopsis

thaliana?

° ¢Cudles son las principales vias metabdlicas enriquecidas en las rutas de
KEGG para los genes regulados en respuesta al frio en los genotipos CRQ64
y CSQ5?
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) ¢Qué genes desempefian un papel central en las redes de interaccion
bioldgica frente al estrés por frio en ambos genotipos contrastantes, y como

contribuyen estos genes a la regulacion de la respuesta al frio?

° ¢Cuales son los clusteres proteicos mas importantes en las redes de
interaccion proteina-proteina de los genes regulados por el estrés por frio, y
qué categorias funcionales estdn asociadas a estos cllsteres en cada
genotipo?

2.3 Justificacién

La quinua ha emergido como un cultivo fundamental debido a su excepcional
valor nutricional y adaptabilidad a diferentes entornos (Bazile et al., 2016). Sin embargo,
la produccién de quinua enfrenta desafios considerables, especialmente en relacion con
el estrés por frio, que puede afectar negativamente su rendimiento y calidad (llhan et al.,
2023). Comprender los mecanismos moleculares y las respuestas genéticas a este estrés
térmico es esencial para desarrollar estrategias efectivas de mejoramiento genético que

fortalezcan la resiliencia de la quinua en condiciones adversas (Afzal et al., 2023b).

La construccion de las redes bioldgicas de genes regulados en respuesta al estrés
por frio en genotipos contrastantes de quinua representa un paso crucial hacia la
identificacion de genes clave y patrones de expresidn génica asociados con la resistencia
al frio (Luo etal., 2022). La construccion de redes bioldgicas permitira visualizar las
complejas interacciones entre los genes, proporcionando una comprensién mas completa
de los mecanismos moleculares subyacentes. Ademas, analizar la centralidad de los genes
dentro de estas redes brindara informacidn valiosa sobre las vias génicas centrales en la
respuesta al frio, destacando posibles objetivos para estrategias de mejora (Di Silvestre
et al., 2022; Nithya et al., 2024; Zeng et al., 2022).

La evaluacion de la funcién bioldgica de los genes identificados mediante
herramientas bioinformaticas y revision de la literatura cientifica no solo contribuira a la
comprension de los procesos bioldgicos involucrados, sino que también facilitara la
identificacion de genes candidatos para futuros estudios experimentales (Gusain et al.,
2023; Nithya et al., 2024). Asimismo, el anélisis de las diferencias y similitudes en las

redes génicas entre genotipos contrastantes arrojara luz sobre las adaptaciones genéticas

30

repositorio.unap.edu.pe
I


https://www.zotero.org/google-docs/?a7paow
https://www.zotero.org/google-docs/?SP7ZKm
https://www.zotero.org/google-docs/?SP7ZKm
https://www.zotero.org/google-docs/?lEdl41
https://www.zotero.org/google-docs/?90Up7m
https://www.zotero.org/google-docs/?nQIYvJ
https://www.zotero.org/google-docs/?nQIYvJ
https://www.zotero.org/google-docs/?Qz1xo7
https://www.zotero.org/google-docs/?Qz1xo7

NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

especificas que han evolucionado en respuesta al estrés por frio (Fernandez-Pozo et al.,
2022).

Este trabajo de investigacion no solo aborda una necesidad critica en la
produccion de quinua, sino que también contribuird significativamente al avance del
conocimiento en biologia molecular vegetal y a la aplicacion de enfoques bioinformaticos
en la mejora genética de cultivos. Al investigar los mecanismos genéticos que subyacen
a la tolerancia al estrés por frio en genotipos contrastantes de quinua, se generan nuevos
conocimientos que tienen el potencial de transformar tanto la agricultura tradicional como
la moderna, al integrar herramientas avanzadas de biotecnologia y bioinformatica. Estos
enfoques permiten un andlisis profundo de las redes de interaccion génica y los perfiles
de expresion, proporcionando una comprension detallada de los factores que regulan la
capacidad de las plantas para enfrentar condiciones adversas. Este conocimiento sera
fundamental no solo para la quinua, sino también para otras especies de plantas que
enfrentan desafios similares en entornos donde las bajas temperaturas limitan su

rendimiento productivo.

Los resultados obtenidos de esta investigacion tendran aplicaciones practicas
directas en el desarrollo de variedades de quinua mas resistentes al estrés por frio, lo que
permitird su cultivo en regiones que actualmente no son aptas debido a limitaciones
climaticas. Esto, a su vez, fortalecera la seguridad alimentaria en comunidades
vulnerables al ofrecer un cultivo robusto y altamente nutritivo que puede prosperar en
condiciones climéticas desfavorables. Ademas, el desarrollo de variedades tolerantes al
frio contribuira a la diversificacion de las opciones agricolas en regiones afectadas por el
cambio climético, permitiendo a los agricultores adaptarse a nuevas realidades

ambientales y mantener la productividad de sus tierras.
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2.4  Objetivos
2.4.1 Objetivo general

° Construir y analizar las redes bioldgicas de genes regulados en respuesta al
estrés por frio en dos genotipos contrastantes de quinua (Chenopodium
quinoa).

2.4.2 Objetivos especificos

° Realizar alineamiento local de los genes regulados en los genotipos de
quinua tolerante CRQ64 y susceptible CSQ5 al estrés por frio, con genes de

Arabidopsis thaliana.

e  Analizar el enriquecimiento funcional de los genes regulados en las rutas
metabolicas de KEGG, identificando las vias metabolicas mas relevantes en

la respuesta al frio en los genotipos tolerante y susceptible.

° Evaluar la centralidad de los genes en las redes de interaccion bioldgica
asociadas a la respuesta al estrés por frio en ambos genotipos contrastantes.

° Determinar los clusteres proteicos y sus respectivas categorias funcionales
dentro de las redes de interaccién proteina-proteina de los genes regulados

por el estrés por frio.
2.5  Hipotesis
2.5.1 Hipotesis general

° Existen diferencias significativas en las redes bioldgicas de genes regulados
en respuesta al estrés por frio en dos genotipos contrastantes de quinua

(Chenopodium quinoa).
2.5.2 Hipotesis especificas

° Los genes regulados en los genotipos de quinua tolerante (CRQ64) y
susceptible (CSQ5) al estrés por frio presentan un alto grado de

alineamiento con los genes homologos de Arabidopsis thaliana.
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° Las rutas metabdlicas enriquecidas en las rutas de KEGG para los genes
regulados en respuesta al frio son significativamente diferentes entre los
genotipos CRQ64 y CSQ5, con una mayor activacion de vias relacionadas

con la proteccion celular en el genotipo tolerante.

° Los genes con mayor centralidad en las redes de interaccién bioldgica frente
al estrés por frio en los genotipos CRQ64 y CSQ5 son diferentes,
desempefiando roles clave en la regulacién de mecanismos especificos de

tolerancia en el genotipo CRQ64 y de susceptibilidad en el genotipo CSQ5.

° Los clusteres proteicos identificados en las redes de interaccion proteina-
proteina de los genes regulados por el estrés por frio presentan diferencias
funcionales entre los genotipos CRQ64 y CSQ5, con categorias proteicas

mas diversificadas y relacionadas con la defensa en el genotipo tolerante.
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CAPITULO 11l
MATERIALES Y METODOS
3.1  Lugar de estudio

La presente investigacion se llevo a cabo en la Universidad Nacional Intercultural
de Quillabamba, instituciéon que dispone de los recursos necesarios, tanto en
infraestructura como en equipo humano calificado, para desarrollar este tipo de estudio.
La universidad se encuentra en el distrito de Santa Ana, provincia de La Convencion, en
la region de Cusco, con las coordenadas geograficas -12,856527931738885, -
72,69179264156764.

Quillabamba, por su parte, es una ciudad conocida por su clima tropical,
caracterizado por temperaturas calidas y lluvias abundantes, lo que la convierte en un area
ideal para el cultivo de productos como café, cacao, frutas tropicales y té. En términos
socioecondémicos, es un importante centro agricola cuya economia se sustenta
principalmente en la produccion y comercializacion de estos productos. Su ubicacion
estratégica, cercana a la selvay los Andes, facilita su papel como eje de rutas comerciales.
Culturalmente, Quillabamba fusiona tradiciones andinas y amazonicas, manifestadas en
celebraciones como el Carnaval y la Fiesta de San Juan, que reflejan la rica herencia
cultural de la region. Ademas, la ciudad estd emergiendo como un destino turistico,

destacando por su entorno natural y proximidad a atractivos como Machu Picchu.
3.2  Poblacion

Para llevar a cabo la investigacion, se recuperaron 12 bibliotecas de RNA-Seq del
archivo Sequence Read Archive (SRA) del National Center for Biotechnology
Information (NCBI), accesibles en el siguiente enlace: https://www.ncbi.nim.nih.gov/sra,
bajo el numero de acceso BioProject PRIINA825645. Estas bibliotecas contienen datos
valiosos sobre la expresion genética en respuesta al estrés por frio en genotipos

contrastantes de quinua.

A partir de estas bibliotecas de RNA-Seq, se identificaron un total de 5244 genes
diferencialmente expresados en el genotipo tolerante al frio. De estos, 2493 genes fueron
regulados positivamente y 2751 genes fueron regulados negativamente, lo que refleja la

respuesta adaptativa de este genotipo frente al estrés térmico. En contraste, en el genotipo
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susceptible se identificaron 3844 genes diferencialmente expresados, de los cuales 2009
genes fueron regulados positivamente y 1835 genes regulados negativamente. Estos datos
proporcionan una vision detallada de las diferencias en la expresion genica entre los

genotipos de quinua tolerante y susceptible cuando se exponen a condiciones de frio.
3.3 Muestra

Para la investigacion, se seleccionaron como muestras aquellos genes que
cumplieron con criterios estrictos de significancia, utilizando un Fold change log2FC > 3
o < -3, y un p-valor ajustado (p_adj) < 0.05. En el genotipo tolerante al frio, se
identificaron 69 genes diferencialmente expresados, de los cuales 44 fueron regulados
positivamente y 25 fueron regulados negativamente. En el genotipo susceptible, se
encontraron 96 genes diferencialmente expresados, con 66 regulados positivamente y 30

regulados negativamente.

En total, se tomaron como muestra 165 genes diferencialmente expresados en
respuesta al estrés por frio en ambos genotipos, lo que permitio analizar en detalle los

mecanismos moleculares asociados con la tolerancia y susceptibilidad al frio en la quinua.
3.4  Método de investigacion

Este estudio se llevé a cabo bajo un enfoque cuantitativo y un alcance explicativo,
con el objetivo de comprender los mecanismos moleculares subyacentes a la tolerancia y
susceptibilidad de genotipos de quinua frente al estrés por frio. Se recuperaron 12
bibliotecas de RNAseq de la base de datos Sequence Read Archive (SRA) del National
Center for Biotechnology Information (NCBI), correspondientes a dos genotipos de
quinua, uno tolerante (CRQ64) y otro susceptible (CSQ5) al frio, que fue realizado en un
trabajo previo (Zheng et al., 2022). El propdsito principal de este estudio fue ilustrar y
explicar la interaccion de los genes regulados en respuesta al estrés por frio en ambos

genotipos.

En el estudio mencionado, los autores trabajaron con los genotipos CRQ64 y
CSQ5. Las semillas esterilizadas se sembraron en placas de medio MS y se incubaron en
un invernadero a 22 °C, bajo un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. A
los tres dias de crecimiento, las plantulas fueron trasladadas a una camara de tratamiento
a 4 °C, con un ciclo continuo de 24 horas de oscuridad. Simultaneamente, las plantulas

de control se mantuvieron en condiciones de oscuridad pero a 22 °C. Después de 24 horas
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de tratamiento, se recolectaron tanto las plantulas sometidas al frio como las de control.
Estas fueron inmediatamente congeladas en nitrégeno liquido y almacenadas a -80 °C
para proceder con la extraccion de ARN. Para la preparacion de la biblioteca de ADNCc,
se utilizé 1 pg de ARN total, siguiendo el protocolo proporcionado por ONT (Zheng
etal., 2022).

3.5  Descripcion detallada de métodos por objetivos especificos

3.5.1 Metodologia para realizar alineamiento local de los genes regulados
en los genotipos de quinua tolerante y susceptible al estrés por frio,
con genes de Arabidopsis thaliana

A. Datos para analisis

12 bibliotecas de RNAseq se recuperaron de la base de datos
Sequence Read Archive (SRA) del National Center for Biotechnology
Information (NCBI). Los datos especificos estan asociados con el
BioProject PRJINA825645, accesible en

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra. Los datos incluyen secuencias de

expresion génica obtenidas de dos genotipos de quinua contrastantes en

condiciones de estrés por frio.
B. Alineamiento local de los genes regulados frente al estrés por frio

El alineamiento local de los genes regulados en respuesta al estrés
por frio se llevo a cabo utilizando herramientas de andlisis de secuencias
en un entorno de Ubuntu. En primer lugar, se instalé el software BLAST+
en el terminal de Ubuntu para realizar comparaciones de secuencias. La

instalacion se efectud con el comando:
sudo apt install nchi-blast+

Este comando descarga e instala BLAST+, una herramienta
esencial para el andlisis de alineamientos de secuencias proteicas y
nucleotidicas, asegurando que el software esté disponible y actualizado

para el analisis posterior.
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Una vez instalado BLAST+, se procedio a la preparacion de la base
de datos de secuencias de proteinas de Arabidopsis thaliana, obtenidas a
través del recurso STRING (https://string-db.org/). Para que estas
secuencias pudieran ser utilizadas en el alineamiento, se requirio
convertirlas en un formato adecuado para BLAST. Esto se logré mediante
la creacion de una base de datos BLAST con el siguiente comando:

makeblastdb -in 3702.protein.sequences.v11.5.fa -dbtype prot

Este comando toma el archivo 3702.protein.sequences.v11.5.fa,
que contiene las secuencias proteicas de Arabidopsis thaliana, y lo
convierte en una base de datos de proteinas que puede ser utilizada para
realizar alineamientos de secuencias. El parametro -dbtype prot especifica

que el archivo de entrada contiene secuencias proteicas y no nucleotidicas.

Con la base de datos preparada, se procedié a realizar el
alineamiento local de las proteinas reguladas en los genotipos de quinua
frente al estrés por frio. Este analisis se llevd a cabo mediante la
herramienta BLAST+ con el comando blastp, que compara las secuencias
proteicas de las proteinas reguladas con las de la base de datos de

Arabidopsis thaliana. EI comando utilizado para el alineamiento fue:

blastp -query fastaUpregulated.fa -db
3702.protein.sequences.v11.5.fa -out blastXstring.out -evalue le-10 -

outfmt 6 -max_target_seqs 1 -num_threads 7

En este comando, -query fastaUpregulated.fa especifica el archivo
de entrada que contiene las secuencias de proteinas reguladas en quinua. -
db 3702.protein.sequences.v11.5.fa indica la base de datos de proteinas de
Arabidopsis thaliana utilizada para la comparacién. La opcion -out
blastXstring.out define el archivo donde se guardaran los resultados del
alineamiento. El parametro -evalue 1e-10 establece un umbral
extremadamente bajo para el valor e-value, asegurando que solo se
consideren alineamientos con alta significancia. -outfmt 6 produce una
salida en formato tabular, que es conveniente para el anlisis, mientras que

-max_target_seqgs 1 limita la salida a un solo alineamiento por secuencia
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de consulta, enfocandose en los mejores resultados. El uso de -
num_threads 7 permite que el proceso se ejecute en paralelo utilizando

siete hilos, acelerando el analisis.

Después de completar el alineamiento, se extrajeron los
identificadores de las proteinas homologas a partir de los resultados
obtenidos. Paraello, se utilizé el comando awk para seleccionar la segunda
columna del archivo de salida, que contiene los identificadores de las
proteinas de Arabidopsis thaliana que mostraron las mejores homologias

con las proteinas de quinua. EI comando utilizado fue:
awk '{print $2}' blastXstring.out > similar_rede_string.id

Este comando extrae los identificadores relevantes y los guarda en

un archivo separado llamado similar_rede_string.id.

Finalmente, se gener6 un archivo que contiene las proteinas
homologas identificadas, que seran utilizadas en analisis posteriores para
comparar y validar las respuestas al estrés por frio en los genotipos de
quinua. Este archivo permite la identificacion de proteinas similares en
Arabidopsis thaliana, facilitando el entendimiento de los mecanismos

moleculares involucrados en la respuesta al estrés por frio en quinua.

3.5.2 Metodologia para analizar el enriquecimiento funcional de los genes
regulados en las rutas metabdlicas de KEGG, identificando las vias
metabolicas méas relevantes en la respuesta al frio en los genotipos

tolerante y susceptible
A. Anotacién funcional de proteinas

La anotacidn funcional de las proteinas se llevo a cabo utilizando
dos herramientas web especializadas: Eggnog y Pannzer2. Estas
plataformas proporcionan informacién detallada sobre la funcién
bioldgicay los roles de las proteinas en diferentes contextos. Para acceder
a Eggnog, se utilizé el portal disponible en
http://eggnog5.embl.de/#/app/home, y para Pannzer2, se empled el sitio

http://ekhidna2.biocenter.helsinki.fi/sanspanz/. Ambos servicios
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permitieron la asignacion de funciones a las proteinas basandose en

diversas bases de datos y métodos de prediccion.

Una vez obtenidas las anotaciones de ambas herramientas, se
realizd un proceso de integracion y depuracion para consolidar la
informacién. Esto implicO combinar las anotaciones de Eggnog y
Pannzer2 en un solo archivo, eliminando redundancias y asegurando que
solo se mantuvieran las anotaciones mas relevantes y precisas. Esta etapa
es crucial para evitar la duplicacion de datos y para simplificar el anélisis
posterior. El archivo consolidado de anotaciones funcionales fue luego
importado a Cytoscape, una plataforma para la visualizacion y analisis de
redes biomoleculares, disponible en https://cytoscape.org/. Cytoscape
facilité la visualizacion de las redes de interaccién entre proteinas y la
interpretacion de sus funciones bioldgicas dentro del contexto del estrés

por frio.
B. Ontologia genética

El analisis de ontologia genética se realizé utilizando BiNGO, un
complemento para Cytoscape que permite evaluar el grado de
enriquecimiento funcional en grupos y categorias de genes. BiINGO
emplea la distribucion hipergeométrica para calcular el valor p, que mide
la significancia estadistica del enriquecimiento funcional en cada
categoria ontoldgica. Este analisis ayuda a identificar las categorias
genéticas que estan sobrerrepresentadas en los datos, proporcionando
informacidn sobre las funciones bioldgicas y los procesos celulares que

son particularmente relevantes en respuesta al estrés por frio.
C. Enriquecimiento funcional de las rutas metabdlicas de KEGG

El enriquecimiento funcional de los genes regulados en las rutas
metabolicas de KEGG se realizd6 para ambos genotipos de quinua
(tolerante y susceptible). KEGG proporciona una base de datos exhaustiva
sobre las vias metabdlicas y los procesos biolégicos a nivel de sistemas,
utilizando informacion molecular para interpretar funciones bioldgicas a

gran escala. El analisis de enriquecimiento funcional permite identificar
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qué rutas metabdlicas estan significativamente representadas entre los

genes regulados en respuesta al estrés por frio.

Se utilizo el Software R version 4.4.1 para realizar los graficos que
ilustran el enriquecimiento en las rutas metabdlicas de KEGG. Este
software facilitdé la visualizacion de las rutas metabolicas relevantes,
permitiendo una evaluacion detallada de como los genes regulados
contribuyen a diferentes procesos metabdlicos en respuesta al estrés. Los
gréficos obtenidos proporcionaron una representacion clara de las rutas
metabolicas mas afectadas y ayudaron a interpretar los cambios en la

actividad metabdlica en funcion de los genotipos de quinua.

3.5.3 Metodologia para evaluar la centralidad de los genes en las redes de
interaccion bioldgica asociadas a la respuesta al estrés por frio en
ambos genotipos contrastantes

Para llevar a cabo el analisis de centralidad, enfocado en los parametros
de Bottleneck y Hub, se utilizaran los archivos de conexion previamente extraidos
mediante Cytoscape. El andlisis se ejecuto utilizando un script especifico disefiado
para esta tarea, disponible en el siguiente enlace:
https://drive.google.com/file/d/1ls-
rwl2wPEpbmfOnm7fdI9GilbyDPm17/view?usp=sharing. ~ Este  script se
implemento en el entorno de RStudio, un entorno integrado de desarrollo para R,
con el fin de procesar los datos de la red de genes homoélogos regulados tanto

positiva como negativamente en la quinua sometida a estrés por frio.

El script esta disefiado para identificar los genes que actian como Hub y
Bottleneck dentro de la red de interaccion proteina-proteina. Los genes Hub son
aquellos que tienen una alta centralidad, es decir, que estan altamente conectados
con otros nodos en la red. Por otro lado, los genes Bottleneck son aquellos que
actlan como puentes criticos entre diferentes secciones de la red, facilitando el

flujo de informacion entre nodos no conectados directamente.

Una vez ejecutado el script, se generd un archivo de salida que contiene
una lista de genes junto con sus valores de centralidad, especificando si son Hub

0 Bottleneck. Este archivo fue descargado y organizado en un formato Excel,
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ordenando los genes de manera descendente segun sus valores de centralidad. Este
enfoque permitio una visualizacion clara de los genes mas relevantes en la red,
facilitando su analisis y la interpretacion de su papel en la respuesta al estrés por

frio.

El andlisis de centralidad proporciono una perspectiva detallada sobre la
importancia relativa de los genes homdlogos en la red reguladora de la quinua
bajo estrés por frio. La identificacidn de genes Hub y Bottleneck permitié destacar
los nodos criticos que juegan un papel esencial en la regulacién genética y en la
adaptacion de la planta a las condiciones de estrés. La organizacion de los
resultados en Excel no solo facilito la interpretacion de los datos, sino que también
permitié una rapida identificacion de los genes mas influyentes, contribuyendo a
un entendimiento mas profundo de la regulacion genética en respuesta al estrés

por frio.

3.5.4 Metodologia para determinar los clUsteres proteicos y sus respectivas
categorias funcionales dentro de las redes de interaccién proteina-

proteina de los genes regulados por el estrés por frio

El anélisis de conglomerados proteicos se realizd con el objetivo de
identificar agrupaciones de genes que participan en procesos bioldgicos
especificos como respuesta al estrés por frio. Para llevar a cabo este analisis, se
utilizo un script especifico disponible en el siguiente
enlace:https://drive.google.com/file/d/1ls-
rwl2wPEpbmfOnm7fdI9GilbyDPm17/view?usp=sharing. Este script fue
implementado en el entorno de RStudio, facilitando el procesamiento y la
clasificacion de los genes regulados en funcién de su interaccién dentro de la red

de proteinas.

El analisis se centrd en identificar grupos de genes que comparten
funciones similares o que participan conjuntamente en rutas metabolicas o
procesos bioldgicos relacionados con la respuesta al estrés por frio en quinua.
Utilizando el script mencionado, se generd una lista de genes clasificados en
diferentes clusteres, asignandoles un valor numérico que indica su pertenencia a

un grupo especifico.
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Para facilitar la interpretacion de los resultados, los genes clasificados se
organizaron en un archivo Excel, ordenados de mayor a menor segun su
relevancia o su grado de participacion dentro de cada cluster. Esta clasificacion
permitié una rapida identificacion de los genes mas influyentes en cada

conglomerado y facilitd el analisis posterior.

Una vez identificados los clusteres de proteinas, se determinG sus
respectivas categorias funcionales. Esto se logré mediante el analisis de
enriquecimiento funcional, utilizando bases de datos como Gene Ontology (GO)
0 KEGG para asignar funciones bioldgicas a cada grupo de genes. Las clases
funcionales afectadas de manera significativa por el tratamiento de frio se
visualizaron en forma de diagramas que representan los procesos bioldgicos o
desgloses metabolicos mas relevantes. Estos diagramas permitieron una
visualizacion clara de como los diferentes clisteres de proteinas contribuyen a la

respuesta al estrés por frio en los genotipos contrastantes de quinua.

Este enfoque integrador proporcion6é una comprension detallada de las
interacciones proteina-proteina en quinua y facilitd la identificacion de los
mecanismos moleculares clave implicados en la adaptacion al frio,
proporcionando una base solida para futuros estudios de biotecnologia y mejora

genética.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Resultados

4.1.1 Alineamiento local de los genes regulados en los genotipos de quinua
tolerante y susceptible al estrés por frio, con genes de Arabidopsis
thaliana

Se ha llevado a cabo un alineamiento local entre los genes regulados
positiva y negativamente en respuesta al estrés por frio en dos genotipos
contrastantes de quinua: el genotipo tolerante CRQ64 y el susceptible CSQ5. Este
alineamiento se realiz6 utilizando como referencia los genes de Arabidopsis
thaliana, que es una planta modelo ampliamente estudiada y cuyo genoma esta
completamente anotado. A diferencia de la quinua, Arabidopsis cuenta con una
gran cantidad de informacion genética disponible, lo que permite utilizar sus

genes como base para establecer comparaciones funcionales y estructurales.

El analisis se centr6 exclusivamente en aquellos genes que mostraron un
Fold change (cambio de expresion génica) significativo, con un umbral de >3 para
la regulacion positiva y < -3 para la regulacion negativa. Este criterio asegura que
solo se incluyan los genes con cambios de expresion méas pronunciados, lo que
refuerza la confianza en que estos genes desempefian un papel relevante en la

respuesta al estrés por frio.

Para determinar la significancia estadistica de los resultados, se emple6 la
prueba exacta de Fisher (P <0,05), que es adecuada para estudios con tamafios de
muestra relativamente pequefios y para analisis de datos categdricos, como el caso
del alineamiento de secuencias génicas. Esta prueba permite evaluar si las
diferencias observadas en la expresion génica entre los genotipos contrastantes

son estadisticamente significativas, lo que refuerza la robustez de los hallazgos.

Un factor adicional importante en el anélisis fue la similitud de secuencias.
Se establecié un umbral de al menos 50 % de identidad para considerar una
alineacion valida entre los genes de quinua y Arabidopsis. Este criterio asegura

gue solo se incluyan genes con suficiente similitud para inferir una posible funcién
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conservada entre ambas especies, evitando falsas comparaciones debidas a
diferencias evolutivas o genéticas demasiado grandes. Una identidad del 50 % o
mas indica que las secuencias génicas probablemente compartan funciones
similares, lo que permite extrapolar los resultados de Arabidopsis a la quinua con

mayor confianza.

Este enfoque de alineamiento local tiene varias ventajas. En primer lugar,
al comparar los genes de quinua con los de una planta modelo como Arabidopsis
thaliana, es posible inferir la funcion de genes en quinua que no estan
completamente anotados o cuya funcion es desconocida. Ademas, al identificar
genes con respuestas similares al estrés por frio en ambas especies, se puede
mejorar la comprension de los mecanismos de adaptacion a condiciones abioticas

extremas.

En la Tabla 1, se presentan los 44 genes regulados positivamente en el
genotipo tolerante CRQ64 en respuesta al estrés por frio, los cuales fueron
alineados con los genes de Arabidopsis thaliana. Este alineamiento permite
evaluar el nivel de similitud entre las secuencias genéticas de quinua vy

Arabidopsis.

Entre los genes alineados, aquellos que mostraron un mayor porcentaje de
identidad con sus homologos en Arabidopsis fueron: IPS3 con un 90,60 %,
seguido de ABCI20 con 86,40 %, CHS con 84,60 %, NMT2 con 80,00 %, ADO3
con 79,40 %, AAE3 con 77,50 %, ABCI19 con 77,10 % y PGR5 con 77,00 %.
Estos altos niveles de identidad reflejan una conservacion funcional considerable
entre ambas especies, sugiriendo que estos genes podrian desempefiar papeles
clave en la respuesta al estrés abiotico, especificamente al frio. IPS3, involucrado
en el metabolismo de inositoles, es esencial en la sefializacion celular y la
regulacion del crecimiento, lo que puede ser crucial para la tolerancia al estrés por
frio. Del mismo modo, los genes ABCI20 y ABCI19, pertenecientes a la familia
de transportadores ABC, destacan por su importancia en el transporte de solutos,
lo que podria facilitar la adaptacién de las plantas a condiciones adversas mediante

la regulacion de procesos metabolicos esenciales.

Por otro lado, los genes con menor porcentaje de identidad fueron:
Q1G3G9 ARATH con un 52,60 %, F4JTLO _ARATH con 52,00 %, EXL3 con
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51,80 %, UGT74F2 con 51,60 %, PSBY con 51,30 %, F13112.140 con 51,10 %,
UGT75D1 con 50,90 %, DTX18 con 50,70 %, y finalmente ndhL y F2K13.150,
ambos con un 50,00 % de identidad. Aunque estos genes presentan una menor
similitud, todavia cumplen con el umbral del 50 %, lo que sugiere que mantienen
cierta conservacion funcional con Arabidopsis, aunque podrian haber divergido
evolutivamente para adaptarse a las condiciones unicas del ambiente en el que

crece la quinua.

La diversidad en los porcentajes de identidad entre los genes refleja tanto
la conservacion evolutiva como las posibles adaptaciones especificas que la
quinua ha desarrollado para enfrentar condiciones ambientales extremas, como
las bajas temperaturas en las regiones altoandinas. Esta variabilidad es indicativa
de que algunos procesos metabdlicos y mecanismos de defensa estan altamente
conservados entre especies, mientras que otros han sido modificados o adaptados

para optimizar la respuesta al estrés por frio en quinua.

Este analisis también resalta la importancia de genes como CHS (chalcona
sintasa), que juega un papel fundamental en la biosintesis de flavonoides, un grupo
de metabolitos secundarios que contribuyen a la proteccién de la planta frente a
diversos factores de estrés, incluyendo el estrés abidtico como el frio. Ademas,
genes como PGR5 estan relacionados con la regulacion del transporte de
electrones en la fotosintesis, un proceso que puede ser afectado por las bajas

temperaturas.

En contraste, genes como ndhL y F2K13.150, que mostraron un 50 % de
identidad, podrian estar involucrados en mecanismos mas especificos de quinua o
haber experimentado una divergencia evolutiva significativa en relacion con
Arabidopsis. Esto podria indicar que estos genes han desarrollado nuevas
funciones o han sido modificados para adaptarse mejor a las condiciones extremas

de las zonas altoandinas donde crece la quinua.
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Tabla 1

TESIS EPG UNA - PUNO

Alineamiento local de genes regulados positivamente en el genotipo tolerante al

estrés por frio de quinua con genes de Arabidopsis thaliana

ID Gen_quinua  Gen_Arabidopsis Gen Identidad
(%)
1 AOAB803KSM3 3702.Q9LX12 IPS3 90,6
2 AOAB03KXK8 3702.Q9LX12 IPS3 90,4
3 AOAB03KN29 3702.Q9LZ98 ABCI20 86,4
4 AO0A803L4J1 3702.Q9LZ98 ABCI20 86,2
5 AOAB803MZG7 3702.P13114 CHS 84,6
6 AOA803NDL1 3702.Q944H0 NMT?2 80
7 AOAB803MBJ6 3702.Q9C9W9 ADO3 79,4
8 AOA803MOC5  3702.Q9SMT7 AAE3 77,5
9 AOAB03N153 3702.Q3EDJO ABCI19 77,1
10 AOA803MTV4 3702.Q9SL05 PGR5 77
11 AOA803MEMY7 3702.Q9Sl161 ASE1 77
12 AOAB03LSK5 3702.Q3EDJO ABCI19 76,4
13 AOAB03LRPO 3702.Q94A68 F12K11.2 76
14 AOAB03MKS87 3702.Q94K66 ELIP2 74,8
15 AOAB03NBMS8 3702.P92979 Aprl 74
16 AOAB803KUT9 3702.Q9ZU50 BAT1-2 73,6
17 AOAB03N2W2 3702.Q9SSLO F15H11.7 73,5
18 AOAB803MD37  3702.Q9MAX3 SULTR1;2 73,4
19 AOA803LCK1 3702.P19036 HSP17.4A 73,2
20 AOA803LJP1 3702.Q9SSLO F15H11.7 72,4
21 AOA803KXD4 3702.Q02972 CADS8 71,8
22 AO0A803M4D4 3702.P10795 RBCS-1A 71,3
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ID Gen_quinua Gen_Arabidopsis Gen Identidad
(%)
23 AOAB803M3Y8 3702.Q9STYO PEX11B 70,4
24 AOA803LYBS8 3702.Q9S242 FADA4 69,9
25 AOAB03KZG2 3702.Q3EBF7 SLD2 68,5
26 AOA803LQU9 3702.Q9LN9%4 EXPA7 67,8
27 AO0A803M329 3702.Q3EBF7 SLD2 65,5
28 AOAB03MT777 3702.022203 CYP98A3 63,9
29 AOAB803N521 3702.Q9M2S1 T22E16.240 63,1
30 AO0A803L695 3702.Q9LQ07 EXPA18 62,9
31 AOA803LTQ9 3702.Q9LQ07 EXPA18 62,8
32 AOAB803KTHO 3702.Q9SID1 BBX25 62,3
33 AOAB803M5Y6 3702.Q96288 BBX24 61,6
34 AOA803LRX9 3702.Q9FMX7 NIC2 61,5
35 AOAB03MGP2 3702.Q9SHJ5 GPAT1 61,2
36 AO0A803LMB3 3702.F4JTB3 DTX35 60,9
37 AO0A803MDJ8 3702.Q9SAA9 CYP51G1 60,8
38 AOA803LN11 3702.Q949X0 ADS3 60,7
39 AOAB803LZ32 3702.Q9LVY7 CYPT716Al 59
40 AOAB803M094 3702.Q9FF86 DCR 58,5
41 AO0AB803M5A9 3702.Q96330 FLS1 58
42 A0A803M503 3702.Q9C7G6 F28P5.8 56,9
43 AOAB803KM26 3702.Q8RWR1 JMJ30 56,8
44 AOABO3NC66 3702.Q8RWR1 JMJ30 56,8

Nota. Se seleccionaron los genes de quinua con un FC mayor a 3 0 menor a -3, ya que

estos son considerados diferencialmente expresados. Ademas, solo se incluyeron aquellos

genes que presentaron un porcentaje de identidad superior al 50 % con los genes de

Arabidopsis.
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En la Tabla 2, se presentan los 25 genes regulados negativamente en el
genotipo tolerante CRQ64 en respuesta al estrés por frio, alineados con sus

homologos en Arabidopsis thaliana.

Entre los genes alineados, aquellos con un mayor porcentaje de identidad
incluyen a F22K18.20 con un 83,6 %, BXL1 con 78,6 %, TIP1-3 con 78,2 %,
BGALL1 con 75,8 %, T4M8.22 con 72,2 %, BGAL12 con 71,6 %, XTH25 con
66,5 %, GH9B13 con 66 %, HLS1 con 66 %, GRXC11 con 65,7 % y MIF1 con
64,7 %. Estos altos porcentajes de similitud reflejan una conservacion funcional
significativa entre quinua y Arabidopsis, lo que sugiere que estos genes
probablemente estan involucrados en mecanismos esenciales de defensa frente al

estrés por frio.

F22K18.20 y BXL1 son genes que participan en procesos relacionados
con la modificacion de la pared celular, un mecanismo importante que permite la
reestructuracion y endurecimiento de las células durante el estrés abidtico,
mejorando la resistencia de la planta. TIP1-3, un miembro de la familia de las
acuaporinas, regula el transporte de agua a través de las membranas celulares, un
proceso vital en la respuesta al frio, ya que la disponibilidad y movilidad del agua

en las células es critica en condiciones de bajas temperaturas.

Los genes BGAL1y BGAL12, que codifican beta-galactosidasas, juegan
un papel en la degradacion de polisacaridos de la pared celular, permitiendo
ajustes rapidos en la estructura celular bajo estrés. La alta identidad de estos genes
con sus contrapartes en Arabidopsis sugiere que estas funciones estan conservadas

en ambas especies, subrayando su importancia en la adaptacion al estrés.

Por otro lado, los genes que mostraron menor porcentaje de identidad
incluyen a F27G19.50 (63,2 %), GDUL1 (63,2 %), BGAL12 (61,3 %), TO7M07,11
(60,4 %), GH9B13 (60,3 %), F5D21,4 (57,6 %), CYP74A (52,7 %), ATL78 (52,5
%)y CPT4 (52,3 %). Estos genes, aunque con porcentajes de similitud mas bajos,
aun presentan una conservacién funcional basica por encima del umbral del 50 %,
lo que indica que mantienen funciones esenciales aunque podrian haber
experimentado modificaciones evolutivas que les permiten desempefiar roles

adaptativos unicos en quinua.
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Tabla 2
Alineamiento local de genes regulados negativamente en el genotipo tolerante al

estrés por frio en quinua con genes de Arabidopsis thaliana

TESIS EPG UNA - PUNO

ID Gen_quinua Gen_Arabidopsis Gen Identidad ( %0)
1 AOAB03MA28 3702.Q9C5M8 F22K18.20 83,6
2 AOAB03NAF8 3702.Q9FGY1 BXL1 78,6
3 AOAB803KS33 3702.082598 TIP1-3 78,2
4 AOAB803LD80 3702.Q9SCW1 BGAL1 75,8
5 AOA803L9D4 3702.Q92Q71 T4AM8.22 72,2
6 AOABO3MRS6 3702.Q9SCVO0 BGAL12 71,6
7 AOAB03ME47 3702.Q38907 XTH25 66,5
8  ADAB803LA09 3702.081416 GH9B13 66
9 AOA803N4D9 3702.Q42381 HLS1 66

10 AOAB803MUAG 3702.Q9LYC6 GRXC11 65,7

11 AOAB03N3F6 3702.Q9CA51 MIF1 64,7
12 AOA803LPV?2 3702.Q93V62 F27G19.50 64,4
13 ADA803N3B1 3702.Q9C5J9 LIP1-3 64,3
16  AOAB8O03LLES 3702.Q93V62 F27G19.50 63,2
17 AOA803LPV3 3702.Q93V62 F27G19.50 63,2
18  AOA803LXV3 3702.081775 GDU1 63,2
19 AOA803MDG3 3702.Q9SCV0 BGAL12 61,3

20  AOA803M3W6 3702.Q9XEF2 TO7MO07.11 60,4

21  AOA803MIF7 3702.081416 GH9B13 60,3

22  AOA803M9S7 3702.Q9C8K7 F5D21.4 57,6

23 AOABO3LNY8 3702.Q96242 CYP74A 52,7

24  AOAB803KX61 3702.Q6NQG7 ATL78 52,5

25  AOA803ML98 3702.Q56Y11 CPT4 52,3

Nota. Se seleccionaron los genes de quinua con un FC mayor a 3 0 menor a -3, ya que

estos son considerados diferencialmente expresados.
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En la Tabla 3, se detallan los 66 genes regulados positivamente en el
genotipo susceptible CSQ5 en respuesta al estrés por frio, los cuales fueron

alineados con los genes de Arabidopsis thaliana.

De los genes alineados, aquellos que mostraron un mayor porcentaje de
identidad incluyen a IPS3 con un 90,6 %, MYB80 con 90 %, CHLH con 87,1 %,
ABCI20 con 86,4 %, CHS con 84,6 %, NMT2 con 80 %, ADO3 con 79,4 %,
AAE3 con 77,5 %, PGR5 con 77 %, ABCI19 con 76,4 %, F12K11.2 con 76 % y
ELIP2 con 74,8 %. Estos genes no solo son altamente similares a sus homologos
en Arabidopsis, sino que también estan vinculados a procesos biologicos

fundamentales en la respuesta al estrés abiotico.

Entre estos genes de alta identidad, se encuentran algunos implicados en
funciones criticas como la regulacion de la fotosintesis y el metabolismo de
aminoacidos y lipidos. Por ejemplo, MYB80, un factor de transcripcion,
desempefia un papel importante en la regulacion del desarrollo floral y la muerte
celular programada, procesos que podrian verse alterados en respuesta a
condiciones de estrés. Asimismo, genes como CHLH y ABCI20, involucrados en
la biosintesis de clorofilas y el transporte de compuestos lipidicos, sugieren que,
a pesar de su susceptibilidad, el genotipo CSQ5 activa mecanismos de adaptacion

para mitigar el dafio causado por el frio.

El gen IPS3, que exhibe el mayor porcentaje de identidad (90,6 %), esta
relacionado con el transporte de fosfatos, un proceso crucial en la respuesta al
estrés abidtico, dado que el estrés por frio puede alterar el equilibrio de nutrientes
dentro de las células vegetales, afectando su crecimiento y desarrollo. La alta
conservacion de este gen entre quinua y Arabidopsis subraya la importancia de

este mecanismo de adaptacion en ambos organismos.

En contraposicion, los genes que mostraron un menor porcentaje de
identidad incluyen a LTP4 con 53,8 %, Q93ZE3_ARATH con 53,8 %, DREB1A
con 53,1 %, LSU1 con 52,9 %, Q1G3G9 _ARATH con 52,7 %, UGT74F2 con
51,6 %, PSBY con 51,3 %, DTX18 con 50,7 % y ndhL con 50 %. Estos genes,
aunque aun por encima del umbral del 50 % de similitud, muestran una mayor

divergencia evolutiva, lo que puede indicar que las versiones en quinua han
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experimentado modificaciones adaptativas, posiblemente relacionadas con las

condiciones extremas de las regiones altoandinas donde se cultiva este grano.

El gen DREB1A es un factor de transcripcion clave en la respuesta a
condiciones de frio, actuando como regulador en la expresion de otros genes
involucrados en la resistencia al estres abidtico. A pesar de su relativamente baja
similitud (53,1 %), su presencia en CSQ5 indica que, aunque este genotipo es
susceptible, activa mecanismos de respuesta similares a los observados en plantas
mas tolerantes, pero quizas con una eficiencia reducida, lo que podria explicar su

susceptibilidad.

LTP4, un gen relacionado con la proteccion de membranas celulares bajo
condiciones de estrés, también muestra una identidad relativamente baja con su
homdlogo en Arabidopsis (53,8 %). Esto sugiere que las variaciones en este gen
pueden estar afectando la capacidad de CSQ5 para proteger sus membranas
celulares del dafio inducido por el frio, lo que podria ser una de las causas de su

susceptibilidad.

A su vez, PSBY y ndhL, genes que codifican proteinas del complejo
fotosintético en las plantas, también presentaron una identidad relativamente baja
(51,3 %y 50 %, respectivamente). La divergencia en estos genes podria influir en
la capacidad de CSQ5 para mantener la integridad del aparato fotosintético en
condiciones de frio extremo, lo que comprometeria su capacidad de fotosintesis

y, en Ultima instancia, su crecimiento y rendimiento.
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Tabla 3

TESIS EPG UNA - PUNO

Alineamiento local de genes regulados positivamente en el genotipo susceptible

al estrés por frio de quinua con genes de Arabidopsis thaliana

ID Gen_quinua Gen_Arabidopsis Gen Identidad (
%)
1 AOAB803KSM3 3702.Q9LX12 IPS3 90,6
2 AOAB03KXK8 3702.Q9LX12 IPS3 90,4
3 AOAB03LQE?2 3702.Q9XHV0 MYB80 90
4 AOA803MACO 3702.Q9FNBO CHLH 87,1
5 AOAB03KN29 3702.Q9LZ98 ABCI20 86,4
6 AO0A803L4J1 3702.Q9LZ98 ABCI20 86,2
7 AO0AB803MZG7 3702.P13114 CHS 84,6
8 AOAB803NDL1 3702.Q944H0 NMT?2 80
9 AO0A803MBJ6 3702.Q9CoW9 ADO3 79,4
10 AO0AB03MO0OC5 3702.Q9SMT7 AAE3 77,5
11 AOAB803MTV4 3702.Q9SL05 PGR5 77
12 AOA803LSK5 3702.Q3EDJO ABCI19 76,4
13 AOAB803LRPO 3702.Q94A68 F12K11.2 76
14 AOAB803MB08 3702.Q9C9W9 ADO3 75,9
15 AOA803MKS87 3702.Q94K66 ELIP2 74,8
16  AOAB803NBMS8 3702.P92979 Aprl 74
17 AOAB03KUT9 3702.Q9ZU50 BAT1-2 73,6
18 AOAB03N2W2 3702.Q9SSLO F15H11.7 73,5
19 AOA803LCK1 3702.P19036 HSP17.4A 73,2
20 AOA803LJP1 3702.Q9SSLO F15H11.7 72,4
21 AOA803L231 3702.024521 AHB2 72,2
22 AOA803KXD4 3702.Q02972 CADS8 71,8
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ID Gen_quinua Gen_Arabidopsis Gen Identidad
(%)
23 AOA803LDT1 3702.Q9FWX7 ABCB11 71,4
24 AOA803M4D4 3702.P10795 RBCS-1A 71,3
25  AOA803M3Y8 3702.Q9STYO PEX11B 70,4
26 AOAB803LY32 3702.Q8RWES VTC2 69,6
27 AOA803KZG2 3702.Q3EBF7 SLD2 68,5
28 AOA803KVS8 3702.Q92Q78 T4M8.15 68,3
29 AOA803MCP8 3702.064835 YCF37 66,1
30 AOA803LUY4 3702.F4IRX7 SOUL-1 65,6
31 AO0A803M329 3702.Q3EBF7 SLD2 65,5
32 AO0A803KZZ0 3702.FAHYCS8 F12A4.4 63,9
33 AOA803M777 3702.022203 CYP98A3 63,9
34 AOA803N521 3702.Q9M2S1 T22E16.240 63,1
35  AOA803MEH2 3702.F4IRX7 SOUL-1 61,9
36 AO0A803MO0J0 3702.Q9FJ89 MSG15.11 61,6
37 AOA803M5Y6 3702.Q96288 BBX24 61,6
38 AOAB03LRX9 3702.Q9FMX7 NIC2 61,5
39 AO0A803L021 3702.Q9SMS0 ndhT 61,4
40 AOA803M4E1 3702.Q9XF43 CUT1 61,2
41  AOA803LMB3 3702.F4JTB3 DTX35 60,9
42 AO0A803KZX0 3702.Q9C7G6 F28P5.8 60,7
43 AOAB803LN11 3702.Q949X0 ADS3 60,7
44 AOA803LI169 3702.Q8RW93 F6N15.21 59,5
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ID Gen_quinua Gen_Arabidopsis Gen Identidad (
%)
45 AOA803M5A9  3702.Q96330 FLS1 58
46 AOA803MJM9  3702.Q8VZW3 CHI3 o57,4
47 AOA803KTGY9  3702.Q9M1B6 T16L.24.60 57,3
48  AOAB803L496 3702.Q9LN59 WAKL11 S7
49  AO0A803M503 3702.Q9C7G6 F28P5.8 56,9
50 AOA803KM26  3702.Q8RWR1 JMJ30 56,8
51 AO0A803NC66  3702.Q8RWR1 JMJ30 56,8
52 AOA803MK86 3702.Q94K66 ELIP2 56,6
53 AOA803KM17 3702.P38418 LOX2 55,9
54  AOA803KRK3 3702.082380 PCMP-H33 55,6
55 AOA803LGZ4 3702.Q8W491 UGT73B3 54,4
56  AOA803L3E4 3702.Q9LLR6 LTP4 54
57 AOA803MHXO0  3702.Q9LLRG6 LTP4 53,8
58 AOAS803MNHO  3702.Q93ZE3  Q93ZE3 ARATH 53,8
59 AO0A803MO0J1 3702.Q9MO0LO DREB1A 53,1
60 AOA803L257 3702.Q9SCK1 LSU1 52,9
61 AOA803KZJ3 3702.01G3GY9  Q1G3GY9_ARATH 52,7
62 AOA803M4X3  3702.Q1G3G9 Q1G3G9_ARATH 52,6
63 AOAB803KTS5 3702.022822 UGT74F2 51,6
64 AO0A803KQF5 3702.049347 PSBY 51,3
65 AOA803KY61 3702.Q9LUH3 DTX18 50,7
66 AOAB803LJP7 3702.Q9CACSH ndhL 50

Nota. Se seleccionaron los genes de quinua con un FC mayor a 3 0 menor a -3, ya que

estos son considerados diferencialmente expresados. Ademas, solo se incluyeron aquellos

genes que presentaron un porcentaje de identidad superior al 50 % con los genes de

Arabidopsis.
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En la Tabla 4, se detallan los 30 genes regulados negativamente en el
genotipo susceptible CSQ5 en respuesta al estrés por frio, alineados con genes de

Arabidopsis thaliana.

Entre los genes alineados, aquellos con un mayor porcentaje de identidad
incluyen a F22K18.20 con 83,6 %, BXL1 con 78,6 %, TIP1-3 con 78,2 %, RFS6
con 72,6 %, PER17 con 72,4 %, T4M8,22 con 72,2 %, BGAL12 con 71,6 %,
TIP2-2 con 70,3 %, HRAL con 69 %, PER52 con 68,1 %, y UGNT1 con 67,6 %.
Estos genes presentan una alta conservacion entre quinua y Arabidopsis, lo que
sugiere que desempefian funciones criticas en la respuesta al estrés por frio,
aungue su represion en CSQ5 puede estar asociada con la susceptibilidad del
genotipo.

BXLI1 (B-xilosidasa) y BGALI12 (B-galactosidasa) estan implicados en el
metabolismo de la pared celular, un componente clave en la resistencia al estrés
abiotico. La represion de estos genes podria afectar la integridad estructural de las
paredes celulares en CSQ5, haciéndolo més vulnerable a los dafios causados por
el frio. La alta identidad con sus homologos en Arabidopsis (78,6 % para BXL1
y 71,6 % para BGAL12) indica que estas funciones son conservadas, lo que

refuerza su relevancia en la respuesta al estrés.

Otro gen de alta identidad es TIP1-3 (aquaporina de la vacuola), con un
78,2 % de similitud. Las aquaporinas son proteinas que regulan el transporte de
agua a través de las membranas celulares, y su represion puede alterar el balance
hidrico y la capacidad de las células para resistir la deshidratacion inducida por el
estrés por frio. RFS6 y PER17, que también muestran un alto grado de
conservacion (72,6 %y 72,4 %, respectivamente), estan implicados en respuestas
oxidativas y en la regulacion de peroxidasas, componentes cruciales para la
detoxificacion celular bajo condiciones de estrés. La represion de estos genes
puede comprometer la capacidad de CSQ5 para lidiar con el estrés oxidativo

derivado del frio.

Por otro lado, los genes que mostraron un menor porcentaje de identidad
incluyen a EP3 con 62,2 %, BGAL12 con 61,3 %, GH9B13 con 60,3 %, ALD1
con 58,9 %, PER52 con 57,3 %, UGT85A2 con 56,6 %, F17A22,10 con 55,6 %,
CPT4 con 52,3 %, ATJ20 con 50,3 %, y F15K20.7 con 50,3 %. Aunque estos
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genes muestran una menor similitud con sus contrapartes en Arabidopsis, su
implicacion en procesos metab6licos clave sugiere que su represion también

podria estar afectando la capacidad de CSQ5 para adaptarse al frio.

GH9B13, codifica una glucanasa involucrada en el degradado de
polisacaridos en la pared celular. Su represion (60,3 % de identidad) podria estar
relacionada con una capacidad reducida para mantener la plasticidad y la
resistencia estructural en condiciones adversas. ALD1 (acido aminolevulinico
deshidratasa), con una identidad del 58,9 %, participa en la biosintesis de
porfirinas, moléculas esenciales para la formacién de clorofilas y hemoglobinas
vegetales. La represion de este gen podria estar afectando negativamente la
eficiencia fotosintética de CSQ5, reduciendo su capacidad de producir energia en

condiciones de frio.

Finalmente, genes como CPT4 (&cido graso elongasa) y ATJ20 (chaperona
molecular de la familia J), ambos con identidades cercanas al 50 %, estan
relacionados con la biosintesis de lipidos y el plegamiento de proteinas
respectivamente. La represién de CPT4 podria afectar la composicion lipidica de
las membranas celulares, alterando su fluidez y funcionalidad a bajas
temperaturas, mientras que la represion de ATJ20 puede comprometer la
capacidad de las células de CSQ5 para mantener la integridad de sus proteinas

bajo estrés.
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Tabla 4

Alineamiento local de genes regulados negativamente en el genotipo susceptible

al estrés por frio de quinua con genes de Arabidopsis thaliana

ID Gen_quinua Gen_Arabidopsis Gen Identidad
(%)
1 AOAB03MA28 3702.Q9C5M8 F22K18.20 83,6
2 AOAB03NAF8 3702.Q9FGY1 BXL1 78,6
3 AO0AB803KS33 3702.082598 TIP1-3 78,2
4 AOAB803LCN9 3702.082598 TIP1-3 78,2
AOA803LH62 3702.Q8RX87 RFS6 72,6
6 AOA803MCM4 3702.Q9SJZ2 PER17 72,4
7 AOA803L9D4 3702.Q9ZQ71 T4M8.22 72,2
8 AOAB03MRS6 3702.Q9SCV0 BGAL12 71,6
9 AOAB03L5F5 3702.Q41975 TIP2-2 70,3
10 AOA803MZR1 3702.Q8RWY5 HRA1 69
11 AOA803M6H9 3702.Q9FLCO PERS52 68,1
12 AO0A803LJVO 3702.A8MRY9 UGNT1 67,6
13 AOAB803L8W3 3702.Q9LY 84 F18022.240 67
14 AOA803LA09 3702.081416 GH9B13 66
15 AOABO3N3F6 3702.Q9CA51 MIF1 64,7
16 AOA803LPV2 3702.Q93V62 F27G19.50 64,4
17 AOA803LLE7 3702.Q93V62 F27G19.50 64
18 AOAB803MV18 3702.Q9LYC6 GRXC11 63,8
19 AOAB803MVI19 3702.Q9LYC6 GRXC11 63,7
20 AOA803LLES 3702.Q93V62 F27G19.50 63,2
57
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ID Gen_quinua Gen_Arabidopsis Gen Identidad
(%)
21 AOA803KTMO 3702.Q9M2U5 EP3 62,2
22 AOA803MDG3 3702.Q9SCV0 BGAL12 61,3
23 AOAB03MIF7 3702.081416 GH9B13 60,3
24 AO0A803M285 3702.Q9ZQI7 ALD1 58,9
25 AOA803M6I1 3702.Q9FLCO PER52 57,3
26 AOA803ME90 3702.Q9ZWJ3 UGT85A2 56,6
27 AOA803L9V6 3702.082240 F17A22.10 55,6
28 AOA803ML98 3702.Q56Y11 CPT4 52,3
29 AOA803LTLS 3702.Q9SDNO ATJ20 50,3
30 AOA803M669 3702.Q9ZUY4 F15K20.7 50,3

Nota. Se seleccionaron los genes de quinua con un FC mayor a 3 0 menor a -3, ya que
estos son considerados diferencialmente expresados. Ademas, solo se incluyeron aquellos
genes que presentaron un porcentaje de identidad superior al 50 % con los genes de

Arabidopsis.

En la Figura 1, se presenta los genes diferencialmente expresos en
respuesta al estrés por frio en dos genotipos contrastantes de quinua: CRQ64
(tolerante) y CSQ5 (susceptible). En el genotipo tolerante CRQ64, se identificaron
44 genes regulados positivamente y 25 genes regulados negativamente en
respuesta al estrés por frio. Esto indica una activacion significativa de ciertos
procesos moleculares que pueden estar involucrados en la adaptacién y tolerancia
al frio. En el genotipo susceptible CSQ5, se observé un nimero mayor de genes
regulados en comparacion con el genotipo tolerante, con 66 genes regulados
positivamente y 30 genes regulados negativamente. Esto sugiere que la respuesta
al frio en el genotipo susceptible es mas amplia, lo cual podria deberse a una
mayor sensibilidad al estrés o a una respuesta menos eficiente en comparacion

con el genotipo tolerante (Anexo 2).

De los genes identificados, se encontraron 37 genes regulados
positivamente en comun entre ambos genotipos. Estos genes incluyen importantes
actores en procesos clave como la fotosintesis, respuesta a estrés y mecanismos
de reparacion celular. Entre ellos destacan ABCI19, LOX2 (involucrado en la
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biosintesis de jasmonatos, que regulan la defensa ante el estrés), CADS8
(relacionado con la lignificacién), PGR5 (asociado al transporte de electrones en
la fotosintesis), DREB1A (un regulador de la respuesta a estrés abiotico), y CHS
(clave en la biosintesis de flavonoides, que actian como protectores ante el dafio
por estrés). La presencia de estos genes en ambos genotipos sugiere que
comparten mecanismos de respuesta al frio, aunque con distinta eficiencia o

intensidad.

En cuanto a los genes regulados negativamente, se identificaron 10 genes
en comun entre los genotipos tolerante y susceptible. Entre ellos, se destacan
BGAL12 y BXL1, ambos relacionados con la modificacion de la pared celular, lo
que sugiere que la respuesta a frio en ambos genotipos podria implicar la
regulacion de la estructura y funcion de la pared celular como un mecanismo de
adaptacion. Otros genes como TIP1-3 (transportador de agua) y F27G19.50
también podrian jugar un rol importante en la reorganizacion de procesos

celulares bajo condiciones de estrés.

Un hecho interesante es que solo un gen en comdn (EP3) mostré una
regulacion tanto positiva como negativa en el genotipo tolerante CRQ64, lo que
podria sugerir una funcién dual o contexto-dependiente de este gen en la respuesta
al frio. La regulacion de este gen en direcciones opuestas podria reflejar una
compleja interaccion con otros factores de respuesta a estrés, posiblemente
implicando diferentes niveles de ajuste en la adaptacion al frio en distintas etapas

o condiciones.

Estos resultados permiten inferir que aungque ambos genotipos responden
al estrés por frio a través de mecanismos compartidos, el genotipo tolerante
CRQ64 parece tener una respuesta mas especifica y eficiente, mientras que el
genotipo susceptible CSQ5 muestra una respuesta mas generalizada pero
posiblemente menos efectiva. Los genes identificados en comdn entre los
genotipos pueden ser clave para comprender los mecanismos moleculares que

permiten a ciertos genotipos de quinua tolerar mejor el estrés por frio.
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Figura 1
Diagrama de Venn de genes diferencialmente expreso en genotipos de quinua

tolerante y susceptible frente al estrés por frio

Cq-64-down Cq-5-up
(8.7%) (17.3%)
0 0 0
0 0
(0%) (0%)
10
(9.6%)
Cq-64-up : . Cq-5-down

Nota. Cg-64-up: Genes regulados positivamente en el genotipo tolerante CRQ64 al estrés
por frio, Cg-64-down: Genes regulados negativamente en el genotipo tolerante CRQ64
al estrés por frio, Cg-5-up: Genes regulados positivamente en el genotipo susceptible
CSQ5 al estrés por frio, Cg-5-down: Genes regulados negativamente en el genotipo

susceptible CSQ5 al estrés por frio.

4.1.2 Enriquecimiento funcional de los genes regulados en las rutas
metabolicas de KEGG, identificando las vias metabdlicas mas
relevantes en la respuesta al frio en los genotipos tolerante y

susceptible

En la Figura 2, se detalla el andlisis de enriquecimiento funcional de los
genes regulados positivamente asociados a la respuesta al estrés por frio en el
genotipo tolerante CRQ64, resaltando las vias metabolicas méas relevantes. Las
rutas con mayor enriquecimiento fueron "regulacion positiva de la germinacion

de semillas" (con un valor de enriquecimiento de 97,21), "proceso biosintético de
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flavonoides" (42,42) y "respuesta a alta intensidad de luz" (39,54). Estas vias son
clave para la adaptacion de la planta a condiciones adversas, especialmente la

germinacion en ambientes hostiles y la proteccion frente al dafio luminico.

En contraste, las rutas con menor grado de enriquecimiento fueron
"homeostasis del hierro™ (7,61), "respuesta al estimulo abiotico™ (5,88) y "proceso
biosintético de sustancias organicas” (4,44). Aunque presentan un menor
enriquecimiento, estas vias también son esenciales para la respuesta al estrés
abiotico y el mantenimiento del equilibrio interno de nutrientes esenciales, como

el hierro (Anexo 7).

Respecto al nimero de genes involucrados, las rutas metabolicas con
mayor representacion fueron "respuesta al estimulo abiotico”, con 18 genes, entre
los cuales destacan BBX24, GPAT1, RBCS-1A, PSBY, ADO3, PGR5, BBX25,
SLD2, ADS3, HSP17.4A, LSU1L, ELIP2, DREB1A, FAD4, FLS1, CHS, CP1y
LTP4. Esta alta representacion refleja la importancia de esta ruta para la
adaptacion a factores ambientales adversos, como el frio. De manera similar, el
"proceso biosintético de sustancias organicas" también conté con 18 genes, que
incluyen GPAT1, CYP51G1, NMT2, RBCS-1A, ASE1l, CYP98A3, SLD2,
ADS3, LOX2, APR1, DTX35, FAD4, CADS, FLS1, IPS3, CHS, NIC2 y DCR,
los cuales desempefian un papel crucial en la sintesis de compuestos que

contribuyen a la estructura y funcion celular en condiciones de estres.

Por otro lado, las vias con menor nimero de genes fueron "regulacion
positiva de la germinacion de semillas”, con solo 3 genes (UGT74F2, AAE3 y
ELIP2), lo que indica un proceso mas especifico, pero igualmente vital en la fase
inicial del desarrollo de la planta bajo estrés. El "proceso biosintético de
flavonoides™ también mostrd una baja representacion con 4 genes (CYP98A3,
DTX35, FLS1 y CHS), lo que resalta la especializacién de esta ruta en la
produccion de compuestos flavonoides, esenciales para la defensa antioxidante y

la proteccion celular frente a condiciones adversas (Anexo 3).
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Figura 2
Enriquecimiento funcional en vias metabodlicas de genes regulados positivamente

del genotipo de quinua tolerante al estrés por frio

Reg. pos. de germinacién de semillas -

Proceso biosintético de flavonoides 4
- logyp(pvalue)

Respuesta a alta intensidad de luz - I 6.0
55
5.0
Actividad oxidorreductasa 45
4.0
Biosintesis de lipidos - 3.5
I count
Membrana tilacoide de cloroplasto -
e 3
- @ 6
Respuesta a la radiacion -
®
@
Hierro 1
@ s
@

Respuesta al estimulo abidtico -I.

Biosintesis de sustancias organicas A

Nota. Se realiz6 enriquecimiento funcional en las 10 principales vias metabolicas de los
genes diferencialmente expresados frente al estrés por frio, con una identidad superior al
50 %. -log10(p-value): Logaritmo negativo en base 10 del p-valor. Count: Nimero de

genes por via metabélica.

En la Figura 3, se presenta el andlisis de enriquecimiento funcional de los
genes regulados negativamente en respuesta al estrés por frio en el genotipo
tolerante CRQ64, resaltando las rutas metabdlicas mas afectadas por la supresion
de su expresiéon. Las vias con mayor enriquecimiento fueron el "proceso
biosintético del &cido jasmonico" (con un valor de 261,08), seguido por la
"actividad de la beta-galactosidasa” (215,00) y la "glucdsido hidrolasa de la
familia 35 del sitio conservado™ (215,00). La alta representacion de estas rutas

refleja la importancia del &cido jasmonico en la respuesta al estrés, un compuesto
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involucrado en la regulacién de procesos defensivos y la adaptacién a condiciones
adversas, mientras que la actividad de la beta-galactosidasa y la hidrolasa pueden
estar relacionadas con la degradacion de componentes celulares, lo cual se atenda

en condiciones de estres por frio en este genotipo tolerante.

En contraposicion, las rutas con menor grado de enriquecimiento fueron
las asociadas a la "pared celular” (11,55), la "estructura de encapsulacion externa”
(11,53) y el "proceso metabdlico de los carbohidratos” (10,30). Estas rutas,
aunque con menor enriquecimiento, desempefian un papel clave en la estructura
celular y la respuesta adaptativa de la planta. La menor actividad en estas rutas
podria estar relacionada con la necesidad de mantener la integridad celular en
situaciones de estrés prolongado, lo que sugiere una modulacion de la rigidez y

flexibilidad de la pared celular como estrategia de tolerancia.

En cuanto al nimero de genes involucrados, el "proceso metaboélico de los
carbohidratos™ fue la via con mayor representacién, involucrando a 5 genes:
BGALL, F22K18.20, BGAL12, BXL1 y XTH25. Esta via es crucial para la
regulacion de los niveles de azlcares y otras moléculas relacionadas con la energia
y la estructura celular, fundamentales en la respuesta adaptativa al frio. La
"estructura de encapsulacion externa™ también mostrd una alta representacion con
4 genes (BGAL1L, BGAL12, BXL1y XTH25), sugiriendo que estos genes estan
implicados en la regulacion de la matriz extracelular y las interacciones celulares,

factores criticos para la defensa y la estabilidad celular bajo condiciones de estrés.

Por otro lado, las vias metabdlicas con menor numero de genes incluyeron
el "proceso biosintético del acido jasmoénico”, con un solo gen (CYP74A), y la
"actividad de la beta-galactosidasa”, con dos genes (BGAL1 y BGAL12). La
menor cantidad de genes en estas rutas sugiere que son procesos mas especificos,
pero que juegan un rol importante en la regulacion fina de la respuesta a estrés por
frio. El &cido jasmdnico, en particular, es conocido por su participacién en la
sefializacion de la defensa de las plantas, lo que indica que la modulacion de esta
via en el genotipo tolerante CRQ64 podria ser una estrategia clave para ajustar las

respuestas defensivas bajo estas condiciones (Anexo 4).
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Figura 3
Enriquecimiento funcional en vias metabdlicas de genes regulados negativamente

del genotipo de quinua tolerante al estrés por frio

Proceso biosintético del acido jasmanico ®
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Proceso metabdlico de los polisacaridos @ >
@ :
Pared celular . 4
®:
Estructura de encapsulacion externa 4
Proceso metabdlico de los carbohidratos P
0 100 200
Enriquecimiento

Nota. Se realiz6 enriquecimiento funcional en las 10 principales vias metabolicas de los
genes diferencialmente expresados frente al estrés por frio, con una identidad superior al
50 %. -log10(p-value): Logaritmo negativo en base 10 del p-valor. Count: Nimero de

genes por via metabdlica.

En la Figura 4, se presenta el andlisis de enriquecimiento funcional de los
genes regulados positivamente en respuesta al estrés por frio en el genotipo
susceptible CSQ5, revelando los procesos metabolicos mas destacados
involucrados en la adaptacion a condiciones de bajas temperaturas. Las vias
metabolicas con mayor enriquecimiento incluyen la "biosintesis de flavonoides"
(99,32), la "regulacion positiva de la germinacion de semillas” (99,32) y la
"respuesta a alta intensidad de luz" (40,40). El alto grado de enriquecimiento de
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estas rutas refleja la activacion de mecanismos clave que contribuyen a la defensa
y el crecimiento de las plantas bajo estrés. La biosintesis de flavonoides, por
ejemplo, esta relacionada con la produccion de compuestos antioxidantes que
protegen a la planta del dafio causado por el frio, mientras que la regulacion de la
germinacion de semillas y la respuesta a la luz intensa podrian indicar la
activacion de procesos para mantener la viabilidad de la planta en condiciones

adversas.

Por otro lado, las vias metabdlicas con menor grado de enriquecimiento
fueron la "respuesta al estimulo abi6tico” (6,01), la "actividad oxidorreductasa”
(5,45) y el "proceso biosintético de sustancias organicas" (4,54). Aunque estas
vias muestran un menor enriquecimiento, siguen desempefiando un papel crucial
en la adaptacion al frio. La respuesta al estimulo abiotico, que implica la
activacion de mecanismos de defensa ante condiciones ambientales
desfavorables, y la actividad oxidorreductasa, que esta vinculada con el equilibrio
de reacciones de oxidacion-reduccion en la célula, sugieren que el genotipo
susceptible activa vias de defensa que no estan tan optimizadas como en el
genotipo tolerante, lo que podria explicar su mayor vulnerabilidad al estrés por

frio.

En cuanto al numero de genes involucrados, las vias con mayor
representacion fueron el "proceso biosintético de sustancias orgénicas" y la
"respuesta al estimulo abidtico”, ambas con 18 genes. En la via de sintesis de
sustancias organicas, se identificaron genes como NMT2, RBCS-1A, CUT],
CYP98AS3, SLD2, y otros, que participan en la produccion de componentes
esenciales para la estructura y funcion celular. La amplia representacion de esta
via sugiere que la planta susceptible responde al frio activando mecanismos para
mantener la biosintesis celular basica. En la "respuesta al estimulo abiotico”, los
genes BBX24, RBCS-1A, PSBY, ADO3, y otros indicaron que la planta
susceptible intenta activar mecanismos de proteccién contra el estrés, aunque de

manera menos eficiente que el genotipo tolerante.

En contraste, las vias con menor representacion de genes fueron la
"regulacion positiva de la germinacion de semillas™, con solo 3 genes (UGT74F2,
AAE3 y ELIP2), y el "proceso biosintético de flavonoides", con 4 genes
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(CYP98A3, DTX35, FLS1 y CHS). Aunque estas vias tienen menos genes
asociados, su alto nivel de enriquecimiento sugiere que los pocos genes
involucrados desempefian roles altamente especificos y esenciales en la respuesta
al frio en el genotipo susceptible. La activacion de la biosintesis de flavonoides,
en particular, podria estar relacionada con la proteccién antioxidante y el

mantenimiento de la integridad celular bajo condiciones de estrés (Anexo 5).

Figura 4
Enriquecimiento funcional en vias metabolicas de genes regulados positivamente

del genotipo de quinua susceptible al estrés por frio

Reg. pos. de germinacion de semillas
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Nota. Se realizd enriquecimiento funcional en las 10 principales vias metabélicas de los
genes diferencialmente expresados frente al estrés por frio, con una identidad superior al
50 %. -log10(p-value): Logaritmo negativo en base 10 del p-valor. Count: Numero de

genes por via metabolica.
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En la Figura 5, se ilustra el enriquecimiento funcional de los genes
regulados negativamente en el genotipo susceptible CSQ5 frente al estrés por frio,
revelando las vias metabdlicas méas afectadas en este contexto de respuesta. Las
vias con mayor grado de enriquecimiento fueron la "oxidacion de proteinas y
respuesta a la anoxia™ (152,29), la "actividad de transportador transmembrana de
agua" (112,81) y la "actividad de canal de agua™ (112,81). Estos resultados
sugieren que la planta susceptible a bajas temperaturas experimenta una
disminucion en la eficiencia de los mecanismos asociados a la homeostasis hidrica
y al manejo del estrés oxidativo. En particular, la oxidacion de proteinas puede
ser un indicativo de dafio celular bajo condiciones de estrés, mientras que la
actividad de los canales de agua sugiere alteraciones en la capacidad de la planta

para mantener un equilibrio hidrico adecuado frente al frio.

Por otro lado, las vias metabdlicas con menor grado de enriquecimiento
fueron "sitio de unién del ligando-heme de peroxidasas” (43,51), "vacuola”
(17,78) y "respuesta celular a hipoxia y latencia/auxina™ (34,88). A pesar de su
menor enriquecimiento, estas vias siguen siendo relevantes en la respuesta de la
planta al estrés, ya que la regulacion del ligando-heme de peroxidasas esta
asociada con la defensa antioxidante, y las funciones vacuolares y la respuesta a
la hipoxia son cruciales para la adaptacion de las células a condiciones de baja
disponibilidad de oxigeno y otros factores estresantes.

En cuanto al nimero de genes involucrados, la "respuesta celular a hipoxia
y latencia/auxina” y la "vacuola" fueron las vias con mayor representacion, cada
una con 3 genes. En la respuesta celular a la hipoxia y latencia/auxina, los genes
HRAL, F27G19.50 y BXL1 reflejan la adaptacion de la planta a entornos de bajo
oxigeno, posiblemente debido a la alteracion de los mecanismos respiratorios por
el estrés frio. De manera similar, la via de la vacuola incluye genes como PER17,
TIP1-3y TIP2-2, que juegan un papel en el transporte de agua y la regulacién de
la turgencia celular, sugiriendo que el manejo del agua intracelular se ve afectado

negativamente en el genotipo susceptible.

En contraste, las vias con menor nimero de genes involucrados fueron
"oxidacion de proteinas y respuesta a la anoxia”, con solo 2 genes (HRAL y

F27G19.50), y la "actividad de transportador transmembrana de agua", también
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con 2 genes (TIP1-3y TIP2-2). A pesar del reducido nimero de genes presentes
en estas vias, su alto grado de enriquecimiento sugiere que estos genes
desempefian roles clave para garantizar la funcionalidad celular bajo condiciones
de estrés. La "oxidacion de proteinas” esta relacionada con la acumulacion de
proteinas mal plegadas o dafiadas, un proceso comun bajo estrés oxidativo o
condiciones adversas, como la falta de oxigeno (anoxia) generada por bajas
temperaturas. Los genes HRA1l y F27G19.50 podrian ser esenciales en el
mecanismo de respuesta rapida para mitigar el dafio celular y mantener la
homeostasis en estas situaciones, protegiendo asi a las células de dafios
irreversibles. En cuanto a la "actividad de transportador transmembrana de agua”,
los genes TIP1-3 y TIP2-2, que codifican para proteinas de la familia de las
acuaporinas, son de particular relevancia. Estas proteinas son fundamentales en la
regulacion del movimiento de agua a través de las membranas celulares,
controlando asi el equilibrio osmotico y la turgencia celular, procesos esenciales
para la supervivencia en condiciones de estrés hidrico y frio. Aunque solo dos
genes fueron identificados en esta via, su presencia sugiere una regulacion critica
y precisa de la actividad de las acuaporinas durante el estrés por frio. EI hecho de
que estas vias estén fuertemente reguladas de manera negativa en el genotipo
susceptible podria implicar que la capacidad de transporte de agua esté
comprometida, afectando el mantenimiento del equilibrio hidrico celular en este
genotipo. Esto podria llevar a una mayor susceptibilidad al dafio por congelacién
o deshidratacién celular bajo temperaturas extremas.

Ademas, el mal funcionamiento o la insuficiencia de los canales de agua,
como las acuaporinas, puede resultar en una respuesta ineficiente al estrés
osmotico causado por la congelacion y descongelacion. Durante el estrés por frio,
las células vegetales necesitan mantener un equilibrio adecuado de agua para
evitar la formacién de cristales de hielo intracelulares, que pueden causar dafios
severos en las membranas y estructuras celulares. En el genotipo susceptible, la
inhibicidn o baja expresion de TIP1-3 y TIP2-2 podria ser un factor determinante
en su incapacidad para gestionar adecuadamente este desafio, lo que explicaria en
parte su menor tolerancia al frio en comparacion con genotipos mas resistentes
(Anexo 6).
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Figura 5
Enriquecimiento funcional en vias metabdlicas de genes regulados negativamente

del genotipo de quinua susceptible al estrés por frio
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Nota. Se realiz6 enriquecimiento funcional en las 10 principales vias metabolicas de los
genes diferencialmente expresados frente al estrés por frio, con una identidad superior al
50 %. -log10(p-value): Logaritmo negativo en base 10 del p-valor. Count: Nimero de

genes por via metabdlica.

4.1.3 Centralidad de los genes en las redes de interaccién bioldgica
asociadas a la respuesta al estrés por frio en ambos genotipos

contrastantes

En la figura 6, se presenta una compleja red de interaccion proteina-
proteina en el genotipo de quinua tolerante al frio CRQ64. Esta red consta de 102
nodos, que representan proteinas, y 251 conexiones o interacciones entre ellas.

Cada nodo en la red tiene una forma especifica que sefiala su tipo de regulacién:
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los nodos en forma de octdgono representan las proteinas reguladas
positivamente, mientras que los nodos en forma de cuadro corresponden a las

proteinas reguladas negativamente en respuesta al estrés por frio.

El tamafio de los nodos es proporcional al nivel de expresion de cada
proteina, de modo que los nodos més grandes indican una mayor expresion y los
nodos méas pequefios reflejan una menor expresion. Entre las proteinas més
expresadas destacan UGT74F2 (6,49), RBCS-1A (5,33), PGR5 (5,01), PEX11B
(4,99), NIC2 (4,92), F15H11.7 (4,41), EXPA (74,05), ELIP2 (3,96), DREB1A
(3,83) y BBX24 (3,82). Estas proteinas podrian jugar un papel crucial en la
respuesta adaptativa de la quinua al estrés por frio, especialmente las relacionadas
con la fotosintesis y el metabolismo secundario, como RBCS-1A y UGT74F2.

El andlisis de centralidad de la red revel6 tres grupos de proteinas
fundamentales en la regulacion de la respuesta al frio. En primer lugar, los nodos
rojos representan las proteinas Hub-Bottleneck, las cuales tienen un papel clave
tanto en la conectividad como en el control del flujo de informacion en la red.
Estas incluyen proteinas como BBX25, CHS, CYP74A, FAD4, FLS1, LOX2 y
SULTR, que podrian ser esenciales para coordinar una respuesta eficiente al estrés

térmico.

En segundo lugar, las proteinas altamente conectadas o Hub, representadas
por nodos verdes, destacan por su capacidad para mantener la cohesion de la red.
Este grupo incluye proteinas relevantes como ndhL, RBCS-1A, PSBY, PGR5,
ELIP2, CYP98A3, CP1, CADS8, BBX24, Aprl, ADS3 y ADO3, muchas de las
cuales estan involucradas en la fotosintesis y el metabolismo energético, procesos

fundamentales para la adaptacion al frio.

Por ultimo, los nodos azules corresponden a las proteinas Bottleneck, que
actian como puntos de control en la red, facilitando el flujo de informacion entre
las proteinas conectadas. En este grupo se encuentran proteinas como ABCI20,
EXPA7, PEX11By PEXS5, las cuales podrian estar desempefiando roles esenciales
en el transporte de moléculas y la regulacion del ciclo celular bajo condiciones de

estrés.
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Adicionalmente, se identificaron factores de transcripcion clave como
DREB1A, BBX25 y BBX24, los cuales probablemente juegan un papel central
en la activacion de genes de respuesta al frio. Por otro lado, F28P5.8 y HLS1
fueron destacados como reguladores de transcripcién, lo que indica su
participacion en la modulacion de redes genéticas criticas para la tolerancia al
estrés. Estas proteinas no solo estan involucradas en la respuesta inmediata al frio,
sino que también podrian influir en procesos mas amplios de desarrollo y

adaptacion, lo que sugiere una red multifuncional altamente regulada.

Figura 6
Centralidad de la red de interaccion proteina-proteina de genes regulados en el

genotipo de quinua tolerante al estrés por frio

Colorde etquets Facte g troncrpon

Nota. Se analizé la interaccidn proteina-proteina de los genes de quinua diferencialmente
expresados en respuesta al estrés por frio, utilizando como referencia los genes de
Arabidopsis. Los nodos con forma de octdgono representan genes regulados
positivamente, mientras que los nodos cuadrados representan genes regulados
negativamente. Los nodos de color azul indican genes Bottleneck, los verdes indican

genes Hub, y los rojos representan genes Hub-Bottleneck.

En la figura 7, se muestra la red de interaccion proteina-proteina del
genotipo susceptible al frio CSQ5, la cual esta compuesta por 115 nodos, que
representan las proteinas, y 352 conexiones, que indican las interacciones entre
estas proteinas en respuesta al estrés por frio. Los nodos estan diferenciados por

su forma: los octdgonos representan proteinas reguladas positivamente, mientras
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que los cuadros indican las proteinas reguladas negativamente. El tamafio de los
nodos es proporcional al nivel de expresion de las proteinas, lo que permite
observar que los nodos méas grandes representan proteinas con mayor expresion,

mientras que los méas pequefios reflejan una expresion reducida.

Entre las proteinas con mayor nivel de expresion en esta red destacan CHS
(6,63), ELIP2 (5,92), DREB1A (5,72), PGR5 (5,21), UGT85A3 (5,12), UGT74F2
(4,85), RBCS-1A (4,84), PSBY (4,57), ABCI19 (4,57), NIC2 (4,49) y LSU1
(4,43). Estas proteinas cumplen funciones cruciales en los procesos de defensa y
adaptacion de la quinua susceptible al frio, destacando varias de ellas como
factores clave en la respuesta a este estrés, especialmente aquellas involucradas

en la fotosintesis y el metabolismo secundario.

El andlisis de centralidad de la red ha permitido identificar tres categorias
importantes de proteinas que juegan un papel clave en la organizacion y flujo de

informacion dentro de la red:

Proteinas Hub-Bottleneck (nodos rojos): Estas proteinas no solo estan
altamente conectadas, sino que también son puntos criticos para la transmision de
sefiales dentro de la red, actuando como cuellos de botella en las interacciones.
Entre ellas se encuentran CAD8, CHLH, CHS, ELIP2, FLS1, PGR5, PSBY y
ndhL, todas ellas esenciales para coordinar la respuesta al frio. Proteinas como
CHS y ELIP2, con altos niveles de expresion, sugieren su rol central en la
respuesta al estrés, a traves de la regulacion de la sintesis de metabolitos
secundarios y la proteccion de la fotosintesis.

Proteinas Hub (nodos verdes): Estas son proteinas que destacan por estar
altamente conectadas, lo que indica que son esenciales para la cohesion estructural
de la red. Entre ellas se encuentran ndhT, RBCS-1A, LTP4, JMJ30, CYP98A3,
CHI3, BBX24, APRR5 y ADOS3, todas ellas potencialmente involucradas en
procesos como la fotosintesis, la regulacion de la expresion génica y el
metabolismo de lipidos, cruciales para la adaptacion al estrés por frio.

Proteinas Bottleneck (nodos azules): Estas proteinas son fundamentales
para el flujo de informacion entre diferentes partes de la red, facilitando la

transmision de sefiales y regulando la interaccién entre las proteinas. En esta
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categoria se encuentran ABCI19, ABCI20 y SOUL-1, que desempefian un papel
importante en la regulacion de la respuesta celular frente al frio, como

transportadoras o moduladoras de sefiales moleculares.

Ademas, se identificaron varios factores de transcripcion clave, los cuales
regulan la expresion de numerosos genes implicados en la respuesta al frio. Entre
ellos se destacan MYB80, HRAL, DREB1A, CDF2 y BBX24, todos involucrados
en la activacién de rutas genéticas asociadas a la tolerancia al estrés. APRR5
también fue identificado como un regulador de transcripcion, indicando su papel
crucial en la modulacién de los ritmos circadianos y la adaptacion de los procesos

biologicos al estres por frio.

Figura7
Centralidad de la red de interaccion proteina-proteina de genes regulados en el

genotipo de quinua susceptible al estrés por frio

Visusl Lagend for default

Color de mudo

5

Forma de nudo Ragutacion

o0

Nota. Se analiz0 la interaccion proteina-proteina de los genes de quinua diferencialmente
expresados en respuesta al estrés por frio, utilizando como referencia los genes de
Arabidopsis. Los nodos con forma de octdgono representan genes regulados
positivamente, mientras que los nodos cuadrados representan genes regulados
negativamente. Los nodos de color azul indican genes Bottleneck, los verdes indican

genes Hub, y los rojos representan genes Hub-Bottleneck.
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4.1.4 Cluasteres proteicos y sus respectivas categorias funcionales dentro de
las redes de interaccién proteina-proteina de los genes regulados por

el estrés por frio

En la figura 8, se presentan los clusteres y las categorias funcionales de
los genes regulados positivamente en el genotipo tolerante CRQ64, en respuesta
al estrés por frio dentro de la red de interaccion proteina-proteina. Se identificaron
tres cllsteres principales, que agrupan proteinas con funciones bioldgicas
relacionadas y afinidad en términos de interaccion, lo que resalta su relevancia en

la respuesta adaptativa al frio.

Primer cluster: Este clUster esta compuesto por proteinas involucradas en
procesos metabolicos cruciales, con una notable significancia estadistica en sus
respectivas funciones bioldgicas. Entre los procesos destacables se encuentran la
actividad de oxidorreductasa (p-valor corregido = 0,0025), que esta vinculada con
el control del estrés oxidativo y la regulacion de reacciones redox esenciales para
la adaptacion al frio. Ademas, el proceso metabdlico de acidos grasos (p-valor =
0,0093) juega un papel fundamental en la modificacion de la fluidez de las
membranas celulares bajo condiciones de baja temperatura. El proceso
biosintético de acidos grasos insaturados (p-valor = 7,34E-05) también es
relevante, ya que los acidos grasos insaturados son componentes esenciales para
mantener la integridad y funcionalidad de las membranas celulares durante el

estrés por frio.

Segundo cluster: Este cluster esta enriquecido en proteinas relacionadas
con la biosintesis de flavonoides (p-valor = 0,00012), compuestos que cumplen
funciones protectoras contra el dafio oxidativo causado por las bajas temperaturas.
Ademas, se observd una fuerte asociacion con el ritmo circadiano en plantas (p-
valor = 5,82E-08), lo que sugiere una regulacién temporal precisa de las
respuestas al frio, en consonancia con los ciclos diarios de luz y oscuridad. La
biosintesis de estilbenoides, diarilheptanoides y gingerol (p-valor = 0,0023)
también esta presente, lo que indica la produccion de compuestos con propiedades
antioxidantes, cruciales para proteger a la planta del estrés abiotico.
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Tercer cllster: Este clUster agrupa proteinas esenciales para la
fotosintesis (p-valor = 5,02E-06), un proceso vital que se ve afectado por las bajas
temperaturas. La capacidad de las plantas para mantener la eficiencia fotosintética
durante el estrés por frio es un indicador clave de tolerancia. Dentro de este cluster
también se observan proteinas implicadas en el transporte de electrones
fotosintéticos en el fotosistema | (p-valor = 5,26E-06), un proceso critico para la
conversion de energia luminica en energia quimica bajo condiciones de estres. Por
Gltimo, la actividad del fotosistema I en ausencia de la subunidad PSI-G (p-valor
= 1,02E-02) refleja adaptaciones especificas que permiten la continuidad de la
fotosintesis en circunstancias adversas, como la ausencia de componentes tipicos
del fotosistema, demostrando la flexibilidad del genotipo CRQ64 para mantener

la funcionalidad fotosintética frente al frio.
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Figura 8
Conglomerado y clasificacion funcional de genes positivamente regulados en el

genotipo de quinua tolerante al estrés por frio

Actividad de la oxidorreductasa - 0.0025 LEYE
Proceso metabélico de los cidos grasos - 0.0093 NDA
Proceso blosintético de los cidos grasos insaturados - 7.34E-05

Biosintesis de flavonoides - 0.00012
Ritmo circadiano - planta -5.82E-08 =
Biosintesis de estilbenoides, dlarllheptanoldes y glngenol -0, 00?3
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Nota. La red de interaccién proteina-proteina se agrupé en clusteres de proteinas que
participan en procesos bioldgicos similares, tomando como referencia los genes de
Arabidopsis. Los tres circulos grandes representan tres cllsteres dentro de la red, y en
cada uno de ellos se realizd un enriquecimiento funcional de las proteinas, indicando sus
respectivos p-valores corregidos. Ademas, se muestra la interaccion entre los distintos
clusteres.

En la figura 9, se presentan los clusteres y las categorias funcionales de
los genes regulados negativamente en el genotipo tolerante al frio CRQ64,
destacando como este genotipo modula su red de interaccion proteina-proteina en

respuesta al estrés por frio. Se identificaron tres clusteres principales de proteinas,
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organizados segun su interaccion y afinidad dentro de distintas categorias

funcionales, lo que permite comprender mejor los mecanismos de tolerancia.

Primer claster: Este grupo incluye procesos bioldgicos esenciales que
parecen estar regulados negativamente en el genotipo tolerante, lo que podria ser
una estrategia adaptativa para conservar recursos durante el estrés por frio. Los
procesos mas representativos, con significancia estadistica corregida, incluyen la
actividad hidrolasa que hidroliza compuestos O-glicosilo (p-valor = 0,00053), lo
cual indica una disminucién en la descomposicion de carbohidratos complejos.
Esta regulacion podria limitar la liberacion de azlcares de reserva durante el frio,
ayudando a mantener la integridad celular. Ademas, el proceso metabdlico de
polisacéridos (p-valor = 0,03000) y el apoplasto (p-valor = 0,00880), ambos
vinculados con la estructura de la pared celular y el transporte extracelular,
también se ven regulados negativamente, sugiriendo una reduccion en la
movilidad de solutos y en la remodelacion de la pared celular, lo que puede ayudar

a conservar la energia y los recursos de la planta.

Segundo claster: Este grupo esta relacionado con funciones clave de
transporte y regulacion de proteinas, lo que sugiere una respuesta adaptativa al
frio a través de la regulacion de la homeostasis proteica. Entre los procesos mas
destacados se encuentra el transporte de glutamina (p-valor = 0,03870), un
aminoacido vital en la sintesis de proteinas y la regulacién del metabolismo del
nitrégeno. Su disminucion puede ser una estrategia para ralentizar el metabolismo
durante el frio. Asimismo, la ligasa de proteina ubiquitina E3 similar a MGRN1
(p-valor = 0,01070) sefiala una posible reduccion en la degradacion selectiva de
proteinas, un proceso clave para eliminar proteinas dafiadas durante el estrés. Por
altimo, la dimerizacion de la proteina ZF-HD (p-valor = 0,00630) implica una
regulacién negativa en la interaccion de proteinas relacionadas con la
transcripcion, lo que puede indicar una modulacion en la expresion de genes en

respuesta al frio.

Tercer cluster: Este ultimo grupo se enfoca en la regulaciéon de la
estabilidad y modificacién de proteinas, destacandose la proteina ubiquitina E3
tipo BOI y la acetiltransferasa (GNAT) (p-valor = 0,02740), ambas involucradas

en procesos de modificacion postraduccional. La regulacion negativa de estas
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actividades puede estar relacionada con la necesidad de reducir la modificacién
de proteinas y el reciclaje de componentes durante el frio, lo que permite a la
planta tolerante al frio concentrarse en procesos mas criticos para la supervivencia

bajo condiciones adversas.

Figura 9
Conglomerado y clasificacion funcional de genes negativamente regulados en el
genotipo de quinua tolerante al estrés por frio

Actividad hidrolasa, hidrolizando compuesto O-glicosilo - 0.00053 EYE
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Nota. La red de interaccién proteina-proteina se agrupé en cluisteres de proteinas que
participan en procesos biolégicos similares, tomando como referencia los genes de
Arabidopsis. Los tres circulos grandes representan tres cllsteres dentro de la red, y en
cada uno de ellos se realizé un enriguecimiento funcional de las proteinas, indicando sus
respectivos p-valores corregidos. Ademas, se muestra la interaccién entre los distintos
clusteres.
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En la figura 10, se muestran los clusteres y las categorias funcionales de
los genes regulados positivamente en el genotipo susceptible al frio CSQ5:

Primer clUster: Este grupo de proteinas esté fuertemente relacionado con
procesos fotosintéticos y de desarrollo. Entre los procesos mas significativos se
destacan el transporte de electrones fotosintético en el fotosistema | (p-valor =
3,5E-05), lo cual sugiere que, bajo condiciones de frio, el genotipo susceptible
CSQ5 aumenta su actividad fotosintética para maximizar la eficiencia en la
captura de energia luminica. Ademas, la regulacion positiva de la germinacion de
semillas (p-valor = 3,1E-03) indica una respuesta activada hacia el inicio del
desarrollo, lo cual podria ser una estrategia de la planta para sobrevivir al frio. La
captacion de luz en el fotosistema | (p-valor = 3,2E-03) refuerza este enfoque,
sefialando una optimizacion de la fotosintesis para compensar las condiciones

adversas.

Segundo claster: Este grupo estd relacionado con la biosintesis de
compuestos protectores y estructurales en respuesta al frio. Los procesos
biologicos més enriquecidos incluyen el proceso biosintético de los flavonoides
(p-valor = 8,6E-10), compuestos que desempefian un papel fundamental en la
proteccion antioxidante de las plantas contra el dafio causado por el estrés
ambiental. También se observa el proceso metabolico de la lignina (p-valor =
1,8E-02), lo que sugiere un fortalecimiento de las paredes celulares mediante la
acumulacion de lignina, un componente clave para mejorar la rigidez y resistencia
estructural en condiciones de estrés. Asimismo, se activa la actividad de la
oxidorreductasa (p-valor = 3,4E-03), que indica un aumento en la respuesta redox
de la planta para contrarrestar el dafio oxidativo provocado por las bajas

temperaturas.

Tercer cluster: Este grupo esta enfocado en la regulacién de respuestas
defensivas y de resistencia celular, destacando proteinas vinculadas con la
homeostasis celular y la proteccion contra toxinas. Entre los procesos mas
relevantes se encuentran la proteina de union al hemo SOUL (p-valor = 1,8E-02),
que juega un papel importante en la proteccién celular contra el dafio por estrés
oxidativo. También se identifican proteinas similares a las defensinas y la

actividad de la cistationina beta-liasa (p-valor = 3,5E-02), implicadas en
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mecanismos de defensa contra patdgenos y en la regulacion del metabolismo del
azufre, respectivamente. Ademas, la transferencia de lipidos que aumenta el
contenido de glutation (p-valor = 3,5E-02) refleja una estrategia clave para
mejorar la resistencia a toxinas, como las micotoxinas tricoteceno, que podrian

ser mas prevalentes bajo condiciones de frio y estrés.

Figura 10
Conglomerado y clasificacion funcional de genes positivamente regulados en el

genotipo de quinua susceptible al estrés por frio
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Nota. La red de interaccion proteina-proteina se agrupd en cllsteres de proteinas que
participan en procesos bioldgicos similares, tomando como referencia los genes de
Arabidopsis. Los tres circulos grandes representan tres cllsteres dentro de la red, y en
cada uno de ellos se realiz un enriquecimiento funcional de las proteinas, indicando sus
respectivos p-valores corregidos. Ademas, se muestra la interaccion entre los distintos

clusteres.
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En la figura 11, se presentan los clusteres y categorias funcionales de los
genes regulados negativamente en el genotipo susceptible CSQ5 en respuesta al
estrés por frio, analizados a través de la red de interaccion proteina-proteina. Se
identificaron tres clusteres principales de proteinas, que se agrupan de acuerdo

con su interaccion y afinidad dentro de distintas categorias funcionales.

Primer clUster: Este cluster se asocia con procesos biologicos
fundamentales para la homeostasis celular en situaciones de estrés. Destacan los
siguientes procesos, con valores de significancia corregidos: Respuesta celular a
la hipoxia (p-valor = 0,0182), lo que indica una reduccion en la capacidad del
genotipo CSQ5 para hacer frente a condiciones de bajo oxigeno, probablemente
causadas por la baja eficiencia en el transporte de gases bajo temperaturas
extremas. Ademas, se observa una disminucién en el transporte mediado por
acuaporinas (p-valor = 1,25E-07) y la actividad del canal de agua (p-valor =
1,85E-05), procesos que son esenciales para la regulacién del flujo de agua y el
mantenimiento de la turgencia celular. Esta regulacion deficiente podria afectar la
capacidad de las células para retener agua y mantener su estructura bajo

condiciones de frio, contribuyendo a la susceptibilidad del genotipo.

Segundo cluster: En este cluster, se destaca la reduccion en la biosintesis
de lisina (p-valor = 0,0058), un amino&cido esencial que participa en diversas
funciones metabdlicas, incluyendo la sintesis de proteinas y la regulacion de la
acumulacién de metabolitos secundarios defensivos. La disminuciéon en la
produccion de lisina sugiere una limitacion en la capacidad del genotipo CSQ5
para responder de manera adecuada al frio, afectando tanto la sintesis de proteinas

como la capacidad de la planta para formar compuestos protectores.

Tercer clUster: Este grupo de proteinas esta asociado principalmente con
la actividad de canales controlados por iones y factores de transcripcion (p-valor
= 0,0121), lo que indica una posible alteracién en la sefalizacion celular y en la
capacidad de respuesta regulada por factores de transcripcion clave. La
disminucion en la funcionalidad de estos factores podria comprometer la
activacion de genes esenciales para la supervivencia frente a condiciones de frio.
Asimismo, se destacan procesos relacionados con el metabolismo de los
cianoaminoacidos y la degradacion de la celulosa (p-valor = 0,0147), que sugiere
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que las rutas catabolicas involucradas en la descomposicion de compuestos
celulares también estan afectadas, lo que podria influir negativamente en la
capacidad de CSQ5 para movilizar reservas energéticas y estructurales necesarias

en situaciones de estrés por frio.

Figura 11
Conglomerado y clasificacion funcional de genes negativamente regulados en el
genotipo de quinua susceptible al estrés por frio
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Nota. La red de interaccién proteina-proteina se agrupé en cluisteres de proteinas que
participan en procesos biolégicos similares, tomando como referencia los genes de
Arabidopsis. Los tres circulos grandes representan tres cllsteres dentro de la red, y en
cada uno de ellos se realizé un enriquecimiento funcional de las proteinas, indicando sus
respectivos p-valores corregidos. Ademas, se muestra la interaccion entre los distintos

clusteres.
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4.2 Discusion

El analisis comparativo de genes regulados en respuesta al estrés por frio en los
genotipos de quinua CRQG64 (tolerante) y CSQ5 (susceptible), como se presenta en la
Figura 1, proporciona una vision detallada de las diferencias en la estrategia de respuesta
al frio entre estos genotipos contrastantes. La identificacion de 44 genes regulados
positivamente y 25 genes regulados negativamente en CRQ64, en comparacion con 66
genes regulados positivamente y 30 genes regulados negativamente en CSQ5, revela una
diferencia significativa en la magnitud y posiblemente en la eficacia de la respuesta al
frio. La mayor cantidad de genes regulados positivamente en CSQ5 en comparacion con
CRQ64 sugiere una respuesta mas extensa al estrés por frio. Sin embargo, esta activacion
generalizada no necesariamente se traduce en una mayor resistencia al frio. En lugar de
una activacion eficaz de mecanismos especificos de adaptacion, CSQ5 podria estar
sufriendo una respuesta méas difusa y menos coordinada, lo cual puede ser indicativo de
una menor capacidad para manejar el estrés de manera eficiente (Kosova et al., 2015).
Este fendmeno es conocido en plantas y otros organismos, donde la respuesta a estrés en
genotipos susceptibles tiende a ser menos eficiente y a menudo involucra una activacion
redundante o ineficaz de genes relacionados con la defensa (Shinozaki y Yamaguchi-
Shinozaki, 2022). La presencia de 37 genes regulados positivamente en ambos genotipos
subraya la existencia de una base comun en los mecanismos de respuesta al frio. Entre
estos genes, ABCI19, LOX2, CADS8, PGR5, DREB1A y CHS destacan por su papel en
procesos criticos. ABCI19 pertenece a la familia de transportadores ABC, que estan
involucrados en la exportacion de metabolitos secundarios y productos toxicos de la
célula, facilitando la resistencia al estrés (Dahuja et al., 2021). LOX2, involucrado en la
biosintesis de jasmonatos, juega un rol esencial en la regulacion de la respuesta a estrés y
defensa (Griffiths, 2020). CADS8 esta implicado en la lignificacion de la pared celular, un
proceso clave para la fortaleza estructural de las células. PGR5 actla en el transporte de
electrones en la fotosintesis, ayudando a mantener la estabilidad del sistema fotosintético
bajo condiciones adversas. DREB1A es un regulador maestro en la respuesta a estrés
abiotico, que coordina la expresion de genes involucrados en la tolerancia al frio y otras
condiciones adversas (Kidokoro etal.,, 2022). CHS participa en la biosintesis de
flavonoides, que tienen propiedades antioxidantes y protegen a las células del dafio
oxidativo (Zulfigar y Ashraf, 2022). La presencia de estos genes en ambos genotipos

sugiere que ambos comparten una ruta basica de defensa, aunque con diferencias en la
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intensidad y eficacia de la respuesta. En cuanto a los genes regulados negativamente, la
identificacion de 10 genes en comun, incluidos BGAL12 y BXL1, resalta la importancia
de la modificacion de la pared celular en la adaptacion al frio. La B-galactosidasa
(BGALI12) y la pB-xilosidasa (BXL1) estan involucradas en la degradacion de
polisacaridos de la pared celular, procesos cruciales para ajustar la estructura celular en
respuesta a condiciones adversas (Liu et al., 2021). La represion de estos genes en ambos
genotipos sugiere una adaptacion comun que podria implicar una modificacion en la
estructura de la pared celular para mitigar el dafio por frio. Otros genes, como TIP1-3,
que codifica un transportador de agua, y F27G19.50, podrian estar involucrados en la
regulacion del equilibrio hidrico y la adaptacion celular durante el estrés, facilitando la
reorganizacion de procesos celulares necesarios para la supervivencia (Wang etal.,
2020). EIl analisis sugiere que la respuesta al estrés por frio en el genotipo tolerante
CRQ64 es maés eficiente y especializada, mientras que el genotipo susceptible CSQ5
presenta una respuesta mas generalizada y posiblemente menos coordinada. Este patrén
es consistente con la literatura que describe como los genotipos tolerantes suelen tener
respuestas mas eficientes y dirigidas a condiciones adversas, mientras que los genotipos
susceptibles tienden a activar una gama mas amplia de respuestas que pueden ser menos
efectivas en la mitigacion del estrés (Storey y Storey, 2023). La identificacion de genes
comunes y diferenciados en ambos genotipos proporciona informacion valiosa sobre las
vias moleculares involucradas en la tolerancia y susceptibilidad al frio, y podria ayudar a
orientar estrategias de mejoramiento para aumentar la resistencia de la quinua a

condiciones de estrés abiotico.

El anélisis de enriquecimiento funcional de los genes regulados positivamente y
negativamente en respuesta al estrés por frio en los genotipos CRQ64 (tolerante) y CSQ5
(susceptible) ofrece perspectivas valiosas sobre las estrategias moleculares empleadas por
cada genotipo para enfrentar condiciones adversas. Este analisis destaca las diferencias
clave en la respuesta al frio entre los dos genotipos, revelando tanto similitudes como
contrastes significativos en los mecanismos de adaptaciéon. En el genotipo tolerante
CRQ64, las vias metabdlicas con mayor enriquecimiento en los genes regulados
positivamente incluyen "regulacién positiva de la germinaciéon de semillas”, "proceso
biosintético de flavonoides" y "respuesta a alta intensidad de luz". Estas vias son
fundamentales para la adaptacion al estrés por frio, ya que la regulacion positiva de la

germinacion puede facilitar la supervivencia y el crecimiento inicial en condiciones
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adversas, mientras que la biosintesis de flavonoides contribuye a la defensa antioxidante
y proteccion celular (Zulfigar y Ashraf, 2022). La "respuesta a alta intensidad de luz"
también sugiere una adaptacion para manejar el dafio potencial causado por el aumento
de la radiacion en condiciones frias (Manasa S et al., 2022). En contraste, las vias con
menor enriquecimiento, como "homeostasis del hierro" y "respuesta al estimulo abi6tico",
aungue importantes para el equilibrio interno y la adaptacion, tienen un papel menos
destacado en el contexto de respuesta al frio, indicando que CRQG64 podria estar
priorizando mecanismos especificos para enfrentar este estrés (Ding et al., 2024). En
cuanto a los genes involucrados, la alta representacion de 18 genes en la via de "respuesta
al estimulo abidtico" sugiere una respuesta robusta a factores ambientales adversos, con
genes clave como BBX24, PGR5 y DREB1A implicados en la regulacion y adaptacion
al estrés (Ma etal., 2021). De manera similar, el "proceso biosintético de sustancias
orgénicas" también cuenta con 18 genes, indicando un esfuerzo significativo en la sintesis
de compuestos esenciales para la estructura y funcién celular durante el estrés (Zhang
et al., 2020). En el genotipo susceptible CSQ5, las vias metabdlicas méas enriquecidas en
los genes regulados positivamente incluyen "biosintesis de flavonoides” (99,32),
"regulacion positiva de la germinacion de semillas™ y "respuesta a alta intensidad de luz".
Este perfil de enriquecimiento resalta la activacion de mecanismos defensivos y
protectores, con la biosintesis de flavonoides jugando un papel crucial en la proteccion
antioxidante bajo estrés (Zulfigar y Ashraf, 2022). La similitud con CRQ64 en estas vias
sugiere una respuesta comun a las condiciones adversas, aunque la eficacia y la extensién
de estas respuestas pueden diferir significativamente entre los genotipos (Storey y Storey,
2023). En contraste, las vias con menor enrigquecimiento en CSQ5, como "respuesta al
estimulo abidtico™ y "actividad oxidorreductasa”, reflejan una menor activacion de
mecanismos de defensa, lo que podria explicar la mayor susceptibilidad al estrés por frio
en este genotipo (Adhikari et al., 2022). La menor representacion de genes en estas vias
también sugiere que, aunque CSQ5 intenta activar mecanismos de proteccion, estos no
son tan efectivos o extensos como en CRQ64. El andlisis de genes regulados
negativamente en CRQ64 revelé un alto enriquecimiento en vias como "proceso
biosintético del &cido jasmonico" y "actividad de beta-galactosidasa”, indicando una
regulacion negativa en procesos que podrian involucrar la degradacion de componentes
celulares y la modulacion de la respuesta defensiva (Ding etal., 2024). La menor
actividad en rutas como "pared celular" y "estructura de encapsulacion externa" puede

estar asociada con la necesidad de mantener la integridad celular en condiciones
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prolongadas de estrés (Singh et al., 2020). En el genotipo susceptible CSQ5, las vias con
mayor enriquecimiento en genes regulados negativamente incluyen "oxidacion de
proteinas y respuesta a la anoxia™ y "actividad de transportador transmembrana de agua”.
Estas vias reflejan problemas en la homeostasis hidrica y el manejo del estrés oxidativo,
sugiriendo que el genotipo susceptible enfrenta dificultades en la regulacion del equilibrio
hidrico y la respuesta al dafio celular (Mehrotra et al., 2020). La menor representacion de
genes en estas vias también indica que la capacidad de CSQ5 para gestionar estos aspectos
bajo estrés frio es limitada. En sintesis, los perfiles de enriquecimiento funcional en
respuesta al estrés por frio muestran que CRQ64 emplea estrategias mas efectivas y
especificas para manejar el estrés, mientras que CSQ5 presenta una activacion de
mecanismos defensivos que, aunque presentes, no son tan eficientes. Estas diferencias
reflejan la capacidad de cada genotipo para adaptarse y sobrevivir en condiciones

adversas.

El analisis de la red de interaccion proteina-proteina (PPI) en quinua revela
diferencias notables en la respuesta al estrés por frio entre los genotipos tolerantes y
susceptibles. En el genotipo tolerante al frio CRQ64, la red de PPI, que incluye 102 nodos
y 251 conexiones, muestra una estructura altamente especializada para la respuesta
adaptativa al frio (Figura 6). Las proteinas mas expresadas en este genotipo, como
UGT74F2 (6,49) y RBCS-1A, estan involucradas en procesos criticos como la
fotosintesis y el metabolismo secundario, los cuales son esenciales para la adaptacion a
condiciones adversas (Qing et al., 2024). El andlisis de centralidad de la red identifica tres
grupos principales de proteinas en CRQ64. Las proteinas Hub-Bottleneck, son esenciales
para laregulacién de la red y la coordinacidn de la respuesta al estrés. Entre estas, BBX25,
CHS, y FLS1 destacan por su papel en la integracion de sefiales y la modulacién de la
respuesta al frio. Estas proteinas actan como puntos criticos de conectividad, facilitando
la transferencia de informacion dentro de la red (Nithya et al., 2024). Por otro lado, las
proteinas Hub, como ndhL y RBCS-1A, son cruciales para la cohesion de la red,
participando en la fotosintesis y el metabolismo energético, lo cual es fundamental para
mantener la homeostasis celular bajo estrés (Han et al., 2024). Finalmente, las proteinas
Bottleneck, como ABCI20 y EXPAY7, son clave para el flujo de informacion entre las
diferentes partes de la red, facilitando la regulacién del ciclo celular y el transporte de
moléculas bajo condiciones de estrés (L. Niu et al., 2021). En contraste, el analisis de la
red de PPI en el genotipo susceptible al frio CSQ5, que consta de 115 nodos y 352
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conexiones, revela diferencias en la estructura de lared y en la centralidad de las proteinas
(Figura 7). Las proteinas con mayor expresiéon en este genotipo, como CHS y ELIP2,
juegan un rol crucial en la defensa y adaptacion al frio, aunque la red parece menos
eficiente comparada con CRQ64. Las proteinas Hub-Bottleneck en CSQ5, como CAD8
y CHLH, son esenciales para la coordinacion de la respuesta al estrés, pero la red muestra
una capacidad de integracion de sefiales menos optimizada (Zeng et al., 2022). Las
proteinas Hub, como ndhT y RBCS-1A, son importantes para la cohesion estructural de
la red, mientras que las proteinas Bottleneck, como ABCI19 y SOUL-1, facilitan la
transmision de sefiales y la regulacion celular frente al frio (Chen et al., 2021). El hallazgo
de factores de transcripcion clave, como DREB1A y BBX24, en ambos genotipos subraya
su papel central en la regulacion de la respuesta al frio. En CRQ64, estos factores de
transcripcion son fundamentales para activar genes relacionados con la tolerancia al
estrés, mientras que en CSQ5, aunque presentes, la red muestra una menor eficiencia en
la regulacion de la respuesta al frio (Zheng et al., 2022). Este contraste sugiere que, a
pesar de la presencia de mecanismos defensivos en CSQ5, el genotipo susceptible tiene
una capacidad de adaptacion al frio menos eficaz en comparacién con el genotipo
tolerante. El andlisis de centralidad en redes de PPl proporciona una vision detallada de
cémo las quinua tolerante y susceptible al frio manejan el estrés térmico a nivel molecular.
La identificacion de proteinas clave y su papel en la red ofrece valiosas perspectivas para
la mejora genética y la seleccion de variedades con mayor resistencia al frio, lo que puede

tener aplicaciones significativas en la agricultura y la biotecnologia.

El analisis de clusteres y categorias funcionales de genes en la red de interaccion
proteina-proteina (PPI) proporciona una vision detallada de las estrategias moleculares
de adaptacién al frio en el genotipo tolerante CRQ64 y el susceptible CSQ5. Esta
comparacion revela diferencias notables en la respuesta adaptativa de ambos genotipos y
ofrece una comprensién mas profunda de los mecanismos de tolerancia y susceptibilidad
al frio. En el genotipo CRQ64, los cllsteres de genes regulados positivamente destacan
por su implicacion en la adaptacion eficaz al frio. EI primer cluster, que incluye proteinas
asociadas con procesos metabolicos criticos, muestra una regulacion positiva en la
actividad de oxidorreductasa y el metabolismo de acidos grasos. Estas proteinas juegan
un papel fundamental en la mitigacion del estrés oxidativo y en la modificacion de la
fluidez de las membranas celulares. La actividad de oxidorreductasa es esencial para

neutralizar los radicales libres generados durante el estrés frio, mientras que el
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metabolismo de 4cidos grasos insaturados contribuye a mantener la integridad de las
membranas celulares, permitiendo a la planta preservar su funcionalidad bajo bajas
temperaturas (Tezuka et al., 2021). El segundo cllster se centra en la biosintesis de
flavonoides y su relacion con el ritmo circadiano en plantas. La regulacién positiva en la
biosintesis de flavonoides destaca la importancia de estos compuestos antioxidantes en la
proteccion contra el dafio oxidativo inducido por el frio (Aslam etal., 2022). La
asociacion con el ritmo circadiano sugiere que CRQ64 ajusta temporalmente sus
respuestas al frio, en sincronia con los ciclos diarios de luz y oscuridad, optimizando asi
su capacidad de adaptacion (Gusain et al., 2023). El tercer cluster agrupa proteinas
vinculadas a la fotosintesis y al transporte de electrones en el fotosistema I. La capacidad
del CRQ64 para mantener una alta eficiencia fotosintética a pesar del estrés por frio es
crucial para su supervivencia. La presencia de proteinas involucradas en la funcion del
fotosistema |, incluso en la ausencia de la subunidad PSI-G, resalta la habilidad del
genotipo para adaptarse y mantener la fotosintesis en condiciones adversas (Gaju et al.,
2016). EIl analisis de los genes regulados negativamente en el genotipo CSQ5 revela
importantes diferencias en su respuesta al frio. ElI primer clUster se asocia con la
regulacion negativa de procesos esenciales para la homeostasis celular, como la actividad
hidrolasa y el metabolismo de polisacaridos . La disminucion en la actividad hidrolasa y
el metabolismo de polisacaridos sugiere una estrategia para conservar recursos durante el
estrés por frio, posiblemente limitando la liberacion de azucares y reduciendo la
movilidad de solutos, lo que puede afectar la estructura celular y la capacidad de la planta
para enfrentar el estrés (Zhou etal., 2022). El segundo cllster incluye procesos
relacionados con el transporte y regulacién de proteinas, tales como el transporte de
glutamina y la ligasa de proteina ubiquitina E3. La regulacion negativa en estos procesos
refleja una posible reduccién en la degradacidn selectiva de proteinas y una ralentizacion
del metabolismo, lo cual podria contribuir a una menor capacidad del CSQ5 para
adaptarse al estrés frio (Lantzouni et al., 2020). El tercer cluster se enfoca en la regulacién
de la estabilidad y modificacion de proteinas. La disminucion en la actividad de proteinas
como la ubiquitina E3 tipo BOI y la acetiltransferasa podria estar relacionada con la
necesidad de conservar recursos durante el frio, limitando la modificacion y reciclaje de
proteinas (Matamoros y Becana, 2021). Esta estrategia puede reducir la capacidad del

CSQ5 para mantener la funcionalidad celular bajo condiciones adversas.
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La comparacion entre los genotipos CRQ64 y CSQ5 resalta diferencias clave en
sus estrategias de respuesta al frio. CRQ64 muestra una capacidad notable para mantener
procesos criticos como la fotosintesis y la biosintesis de compuestos protectores, lo que
refleja una mayor adaptabilidad al frio. En contraste, CSQ5 muestra una regulacion
negativa en procesos esenciales de homeostasis celular y metabolismo, lo que podria
contribuir a su mayor susceptibilidad al frio. Estos hallazgos subrayan la importancia de
identificar y comprender los mecanismos moleculares especificos en cada genotipo para
desarrollar estrategias de mejora genética y manejo de cultivos mas efectivas frente a
condiciones climéticas extremas. Aunque el andlisis de genes diferencialmente expresos
en respuesta al estrés por frio en los genotipos de quinua CRQ64 (tolerante) y CSQ5
(susceptible) ha proporcionado informaciéon valiosa, se deben considerar algunas
limitaciones. En primer lugar, este estudio se centro en la respuesta a corto plazo al frio,
lo que podria no capturar completamente las dindmicas de regulacién genética a largo
plazo que ocurren en condiciones prolongadas de estrés térmico. Estudios futuros
deberian abordar la expresion génica en diferentes etapas del estrés por frio y
recuperacion para obtener una vision mas completa de la adaptacién a largo plazo. En
segundo lugar, aunque se identificaron genes clave relacionados con la tolerancia y
susceptibilidad al frio, la funcionalidad exacta de algunos genes y sus interacciones en la

red de proteinas no se ha validado experimentalmente.

Experimentos de validacion funcional, como la edicion génica mediante
CRISPR/Cas9 o el silenciamiento de genes mediante RNAI, podrian confirmar el papel
de estos genes en la tolerancia al frio, proporcionando evidencia directa sobre su funcién
en los procesos de adaptacion a bajas temperaturas. Estos enfoques permitirian no solo
validar las redes de genes previamente identificadas en estudios de expresion, sino
también generar lineas de quinua modificadas genéticamente que podrian ser evaluadas
en condiciones de campo para determinar su rendimiento en escenarios de frio extremo.
Ademas, estas técnicas de edicion y silenciamiento ofrecen la oportunidad de identificar
posibles efectos pleiotropicos que pudieran afectar otras caracteristicas agrondémicas

importantes.

Otra limitacidon del estudio es la falta de informacidn detallada sobre la epigenética
y la regulacién postraduccional en la respuesta al frio. Las modificaciones epigenéticas,
como la metilacion del ADN, la acetilacion de histonas y la regulacion mediada por ARN

no codificantes, son mecanismos clave que permiten una respuesta rapida y adaptativa al
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estrés ambiental. En la quinua, es posible que estos procesos jueguen un papel
fundamental en la regulacion de la expresion génica durante la exposicion a temperaturas
bajas. Estudios futuros podrian investigar como estas modificaciones afectan la
estabilidad y la accesibilidad de la cromatina, lo que a su vez influye en la transcripcion
de genes relacionados con la tolerancia al frio. Ademas, las modificaciones
postraduccionales de proteinas, como la fosforilacion, ubiquitinacion, también podrian
regular la actividad de proteinas clave involucradas en la respuesta al frio, como los

factores de transcripcion, chaperonas y proteinas de sefializacion.

Finalmente, una limitacion importante en el estudio fue que la variabilidad
genética dentro de cada genotipo no fue explorada exhaustivamente. Esto es relevante, ya
que la diversidad genética intraespecifica puede desempefiar un papel crucial en la
capacidad de las plantas para adaptarse a condiciones ambientales cambiantes. Los
estudios de asociacion gendmica amplia (GWAS) o los anélisis de loci de caracteres
cuantitativos (QTL) podrian proporcionar una mayor resolucion en la identificacion de
regiones gendémicas asociadas con la tolerancia al frio. Estos enfoques permiten
correlacionar variaciones genéticas especificas con fenotipos adaptativos, facilitando la
identificacion de marcadores genéticos Utiles para programas de mejoramiento asistidos
por marcadores (MAS, por sus siglas en inglés). El desarrollo de nuevas variedades de
quinua con mayor resistencia al frio, utilizando una combinacidon de seleccion tradicional
y técnicas moleculares avanzadas, podria ser fundamental para enfrentar los desafios que
plantea el cambio climético en regiones productoras de quinua donde las heladas son

frecuentes.
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CONCLUSIONES

PRIMERO: En el genotipo tolerante CRQ64, se consideraron superior al 50 % de

similitud en genes como IPS3, ABCI20 y CHS, que estan asociados a
mecanismos criticos de transporte de solutos, biosintesis de flavonoides y
sefializacion celular, sugiriendo su rol crucial en la tolerancia al frio. Por
otro lado, el genotipo susceptible CSQ5 también mostré similitudes
superiores al 50 % en genes como IPS3 y MYB80, indicando la activacion
de mecanismos de defensa similares, aunque probablemente con menor

eficiencia.

SEGUNDO: EI genotipo tolerante CRQ64 activa vias clave como la regulacion de la

germinacion de semillas, la biosintesis de flavonoides y la respuesta a alta
intensidad de luz, optimizando mecanismos de adaptacion al frio, mientras
que el genotipo susceptible CSQ5 activa estas vias de manera menos
eficiente, reflejando su mayor vulnerabilidad. Ademaés, en CSQ5 se observa
una regulacién negativa en procesos relacionados con la homeostasis hidrica
y el manejo del estrés oxidativo, lo que agrava su susceptibilidad al frio.
Ambas plantas activan rutas importantes para la defensa y la estructura

celular, pero con una eficacia diferenciada entre genotipos.

TERCERO: Se identificaron proteinas clave como BBX25, DREB1A y UGT74F2 que

actian como nodos centrales en la red, siendo esenciales para la regulacion
de la fotosintesis y el metabolismo secundario, lo que sugiere una respuesta
eficiente y coordinada al frio. En CSQ5, aunque presenta una red mas
extensa, su eficacia es menor, con proteinas como CHS y ELIP2
desempefiando roles cruciales en la defensa antioxidante y la proteccién de
la fotosintesis. Los factores de transcripcion, como BBX24 y DREB1A, son
fundamentales en ambos genotipos, pero la menor capacidad de CSQ5 para
regular eficientemente el flujo de informacién en su red podria explicar su

mayor susceptibilidad al estrés por frio.

CUARTO: En el genotipo tolerante CRQ64, se identificaron tres clusteres principales

que destacan por su implicacion en procesos metabdlicos esenciales como
la biosintesis de acidos grasos insaturados, la fotosintesis y la regulacion

circadiana, subrayando su capacidad de adaptacion eficiente al frio mediante
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la proteccidn de la fotosintesis y la estabilidad de las membranas celulares.
En contraste, el genotipo susceptible CSQ5 muestra una activacion de
clisteres relacionados con la fotosintesis, la biosintesis de flavonoides y
defensas antioxidantes, aungque con limitaciones en procesos criticos como
el transporte de agua y la homeostasis celular, lo que sugiere una respuesta

menos eficiente.
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RECOMENDACIONES

PRIMERO: Se recomienda realizar estudios comparativos exhaustivos utilizando
herramientas de bioinforméatica como BLAST para identificar regiones
conservadas en los genes regulados por el frio en quinua y Arabidopsis
thaliana. Este analisis podria resaltar genes candidatos clave que
compartan funciones similares, lo que podria facilitar la identificacion de

genes asociados a la tolerancia al frio en especies de interés agronémico.

SEGUNDO: Para identificar las vias metabolicas méas relevantes en la respuesta al frio,
se recomienda aplicar un enfoque de andlisis de enriquecimiento funcional
utilizando datos transcriptomicos de ambos genotipos. Ademas, integrar
herramientas como DAVID ayudara a destacar vias metabolicas
especificas, como la biosintesis de compuestos protectores o la regulacion
de procesos fotosintéticos, que pueden ser objetivos para futuros estudios

de mejora genética.

TERCERO: Se sugiere priorizar el andlisis de centralidad utilizando métricas como
"betweenness” y "degree" en herramientas como Cytoscape para
identificar los genes clave en la respuesta al frio. Estos genes con alta
centralidad pueden ser moduladores importantes en la red de sefializacion
y representar objetivos potenciales para modificar la respuesta al frio en

ambos genotipos.

CUARTO: Para una comprensién mas profunda de los mecanismos moleculares de
respuesta al frio, se recomienda combinar el analisis de cllsteres con
anotaciones funcionales de proteinas usando herramientas como STRING
0 MCL. Esto permitira identificar grupos de proteinas con funciones
complementarias que participan en rutas criticas de defensa y adaptacion,
optimizando estrategias de mejoramiento para incrementar la tolerancia al

estrés abiotico.
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Anexo 2. Base de datos

ID Nombre de gen |Regulaciéon|log2FC FDR
AURG62037807 |AUR62037807 up 7,414260346 |1,57E-66
AUR62030476 |AUR62030476 up 6,82261653 |9,84E-298
AURG62042829 |AUR62042829 up 6,542441464 |3,92E-27
AURG62021242 |AUR62021242 up 6,485232848 |6,87E-27
AUR62014839 |AUR62014839 up 6,353863557 |(2,23E-89
AUR62030819 |AUR62030819 up 6,311678355 |[4,44E-131
AUR62032625 |AUR62032625 up 5,977385556 |1,50E-112
AURG62031740 |AUR62031740 up 5,588421289 |(1,50E-93
AUR62017036 |AUR62017036 up 5,473353914 |(1,38E-41
AUR62020681 |AUR62020681 up 5,447179021 |(2,39E-20
AUR62023307 |AUR62023307 up 5,326898557 |6,85E-84
AUR62004453 |AUR62004453 up 5,287538525 |(2,10E-101
AURG62016035 |AUR62016035 up 5,236065771 |4,21E-100
AUR62030478 |AUR62030478 up 5,127337949 |(3,31E-117
AUR62016036 |AUR62016036 up 5,050669239 (2,16E-20
AUR62002031 |AUR62002031 up 5,048209076 |(4,47E-121
AUR62002433 |AUR62002433 up 5,012190864 |4,44E-37
AUR62035095 |AUR62035095 up 4,994066283 [2,17E-67

Base de datos en:

https://docs.google.com/spreadsheets/d/Lh5FIRERX-698DOWaTh9y6MO02bPi5-
ashYzO wic 9Ek/edit?usp=sharing

106

repositorio.unap.edu.pe
{0 OIVI( (dl" adecuadd ! > eSla (e
I


https://docs.google.com/spreadsheets/d/1h5FlRERX-698DOWaTh9y6M02bPi5-gshYzO_wic_9Ek/edit?usp=sharing
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1h5FlRERX-698DOWaTh9y6M02bPi5-gshYzO_wic_9Ek/edit?usp=sharing

o
pd
S
o
I
<
pd
)
O
o
i
ci)
n
L
T

de los genes regulados positivamente en respuesta

ia génica

s

Anexo 3. Ontolog

al estrés por frio en el genotipo tolerante de quinua CRQ64

107

Molecular function

Cellular component

Biologicat®process

ojuaiwioanbuug TS

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecua

a tesis

nte est

ame

A



UNIVERSIDAD

TESIS EPG UNA - PUNO

®)
p
<
i
[a
5
<
—
11]
(@]
-
<
Z
O
O
<
z

©
c
=
o
=)
=
—
(2]
=
o
=
(@]
=
wv
©)
Q.
(<5}
o
TR

de los genes regulados negativamente en respuesta

ia génica

s

Anexo 4. Ontolog

al estrés por frio en el genotipo tolerante de quinua CRQ64

o o
(o] o

-~ -~

ojusiwioanbuug

200

Biological process

Molecular function

Cellular component

108

a tesis

nte est

ame

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecua



o
pd
S
o
I
<
pd
)
O
o
i
ci)
n
L
T

de los genes regulados positivamente en respuesta

ia génica

s

Anexo 5. Ontolog

al estrés por frio en el genotipo susceptible de quinua CSQ5

500 A

T T T
(=] o o
o o o
<+ © o™

ojuaiwioanbuug

100 A
0 -
f.

Molecular function

Cellular component

Biological process

109

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuat

{a tesis

te es

daamen

A



o
pd
S
o
I
<
pd
)
O
o
i
ci)
n
L
T

de los genes regulados negativamente en respuesta

ia génica

s

Anexo 6. Ontolog

al estrés por frio en el genotipo susceptible de quinua CSQ5

3001

Biological process

ojualwioanbu

P

Molecular function

Cellular component

110

a tesis

e est

amente

repositorio.unap.edu.pe

lecua

ac
dU

No olvide citar



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO

g Repositorio Institucional

TESIS EPG UNA - PUNO

Anexo 7. Genes compartidos entre genotipos de quinua tolerantes y

susceptibles al estrés por frio.

Grupo Namero Nombre de genes
de genes

ABCI19 LOX2 ABCI20 CAD8 PGR5 RBCS-1A LSU1

Cqg-5-up Co- 37 ELIP2 Q1G3G9 _ARATH F28P5.8 DTX35 PCMP-H33

64-up NIC2 ADO3 CHS DTX18 DREB1A NMT2 LTP4 ADS3
UGT74F2 CYP98A3 PEX11B ndhL BBX24 BAT1-2
T22E16.240 F12K11.2 Aprl SLD2 F15H11.7 HSP17.4A
AAE3 JMJ30 IPS3 FLS1 PSBY

Cg-5-down 1 EP3

Cqg-64-up

Cg-5-down 10 F27G19.50 BGAL12 GH9B13 GRXC11 F22K18.20

Cg-64-down BXL1 MIF1 TIP1-3 CPT4 T4M8.22

Cg-64-up 17 EXPA18 ASE1 CP1 F4JTLO _ARATH F2K13.150 PEX5
FAD4 CYP716A1 BBX25 UGT75D1 GPAT1 CYP51G1
SULTRI1:;2 EXL3 EXPA7 DCR F13112.140

Cg-64-down 9 BGAL1 CYP74A LIP1-3 GDU1 TO7MO07.11 XTH25
HLS1 F5D21.4 ATL78

Cg-5-up 18 MSG15.11 CHLH T16L24.60 WAKL11 MYB80
F6N15.21 ABCB11 UGT73B3 CUT1 VTC2 AHB2
Q93ZE3_ARATH T4M8.15 ndhT SOUL-1 CHI3
F12A4.4 YCF37

Cg-5-down 12 ALD1 ATJ20 UGT85A2 F15K?20.7 F17A22.10

F18022.240 UGNT1 TIP2-2 PER52 PER17 RFS6
HRA1

Nota: Cqg-64-up: Genes regulados positivamente en el genotipo tolerante CRQ64 al estrés por

frio, Cg-64-down: Genes regulados negativamente en el genotipo tolerante CRQ64 al estrés por

frio, Cqg-5-up: Genes regulados positivamente en el genotipo susceptible CSQ5 al estrés por frio,

Cqg-5-down: Genes regulados negativamente en el genotipo susceptible CSQ5 al estrés por frio.
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Anexo 8. Red de interaccion de vias metabodlicas enriquecidas de los genes
regulados de genotipos de quinua tolerante y susceptible frente al estrés por

frio.
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