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RESUMEN
Lupinus luteus es una leguminosa destacada por sus propiedades nutricionales y ecosistémicas,
siendo considerada como una alternativa sustentable de proteina vegetal ante los desafios actuales
en la agricultura y el cambio climatico. Sin embargo, su cultivo es principalmente amenazado por
la antracnosis provocada por el hongo Colletotrichum lupini, la cual es controlada mediante el uso
de pesticidas. Previamente, se ha reportado que ARNSs largos no codificantes (INcRNAS) estarian
involucrados en la regulacion de la resistencia a patdégenos en plantas. Sin embargo, no hay
antecedentes publicados sobre el rol de IncRNAs en respuesta inmune en L. luteus ante la
antracnosis, pudiendo conformar nuevas estrategias sustentables para el control de la enfermedad.
En este estudio fueron identificados por primera vez IncRNAs de L. luteus involucrados en
respuesta inmune ante la antracnosis, mediante el reandlisis de 32 librerias de RNA-seq
provenientes de genotipos de L. luteus resistentes (C98) y susceptibles (C195) a la enfermedad,
sometidos previamente a la infeccion de C. lupini. Un total de 109,443 transcritos (41,646 genes)
fueron ensamblados, de los cuales 6,737 (2,785 genes) correspondieron a INCRNAs. Los analisis
de expresion diferencial reportaron un mayor nimero de IncRNAs diferencialmente expresados
(DE) en el genotipo C98, destacAndose 20 IncRNAs DE presentes en todas las horas post-
infeccion. De ellos, INcCRNA25730 y IncRNA24719, fueron IncRNAs destacados debido a su co-
expresion con genes codificantes asociados a respuesta inmune. En particular, el IncRNA25730 co-
expreso con proteinas LRR-RKSs y proteasas subtilisinas, comprometiendo vias de defensa inmune
del tipo MTI y ETI. Ademas, presento una diferencia de expresion considerable entre genotipos,
por lo que este gen podria conformar un nuevo marcador molecular de resistencia en hipocotilos
de C98. Este estudio es uno de los primeros avances en el entendimiento de la regulacion de la

resistencia a la antracnosis en L. luteus desde la perspectiva de InCRNAs.



ABSTRACT
Lupinus luteus has proven its highly valuable nutritional quality and ecosystemic benefits, being
considered a sustainable alternative for diversifying vegetal protein sources facing actual
agriculture and climate change challenges. Nonetheless, their crops are mainly threatened due to
anthracnose infections caused by the fungi Colletotrichum lupini which is controlled mainly by
pesticides. Previously, it had been reported that long non-coding RNA (IncRNA) are involved in
resistance response against pathogens. However, there is no published background on the role of
IncRNAs in the immune response of L. luteus against anthracnose, which could contribute to the
development of new sustainable molecular strategies for the management of anthracnose. In this
study, IncRNAs involved in defense against anthracnose in L. luteus were identified by the re-
analysis of 32 RNA-seq libraries from L. luteus resistant (C98) and susceptible (C195) genotypes
to anthracnose, previously subjected to C. lupini infection at different times. A total of 109,443
transcripts (41,646 genes) were assembled, and 6,737 transcripts (2,785 genes) were identified as
IncRNAs. Differential expression analysis reported a higher number of differentially expressed
(DE) IncRNAs in C98; notably, 20 IncRNAs were DE in all times post-infection. Of them,
INcRNA25730 y IncRNA24719, were distinguished because of their co-expression with coding
genes associated with immune response. In particular, IncRNA25730 was co-expressed with LRR-
RKs and subtilisin proteases. Besides, showed a greater difference in expression between both
genotypes, and it was considered a new putative molecular marker of resistance to anthracnose in
C98 hypocotyl. This study is the first approach in the understanding anthracnose resistance

regulation in L. luteus from the IncRNAs perspective.



1. INTRODUCCION

1.1 Principales impactos ambientales de la agricultura

La agricultura ha sido a través de la historia parte fundamental de la produccion de alimentos que
abastecen a la poblacion, la que actualmente consta de 8 billones de personas y se estima que en
el 2050 sera de entre 9 a 10 billones de habitantes (Monteiro et al., 2021; Yazdinejad et al., 2021).
Como consecuencia, se proyecta que la produccion de alimentos en la agricultura debera aumentar
entre un 60 a un 100% (Monteiro et al., 2021; Yazdinejad et al., 2021). Este escenario junto al
contexto de cambio climatico, forman parte de los principales desafios que enfrenta la agricultura

moderna (Adedibu, 2023; van Dijk et al., 2021).

El cambio climéatico ha generado alteraciones en los patrones de temperaturas y precipitaciones,
escasez hidrica, cambios en la calidad de los suelos, entre otras consecuencias que afectan
directamente la produccion agricola (Adedibu, 2023). Si bien esta industria es una de las mas
vulnerables ante las consecuencias del cambio climético, también ha contribuido a este fendmeno
aportando con cerca del 12% de los gases invernadero emitidos por actividades antrépicas,
incluyendo di6éxido de carbono (CO2) que representa cerca del 50% de los gases emitidos por la
agricultura, mientras que el otro 50% esta representado por la emision de metano (CH4) y 6xido
nitroso (N20) (Chataut et al., 2023; Linquist et al., 2012; Shakoor et al., 2021). Actividades como
la quema de combustible fosil, produccién de fertilizantes y deforestacion, han logrado
incrementar la concentracion de CO2 en la atmésfera de 280 a 387 ppm (Shakoor et al., 2021). Por
otro lado, las consecuencias de las emisiones de metano son aun mas criticas, debido a que este
gas posee un potencial de calentamiento global (Global warming potential, GWP) 34 veces mayor
al del CO2 (Weller et al., 2015). EI metano es emitido por actividades agricolas como cultivo de

cereales inundados (Linquist et al., 2012) y uso de fertilizantes en base a abono animal (Shakoor
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et al., 2021). Por otra parte, se ha mencionado que el éxido nitroso presenta un potencial de
calentamiento global de 200 veces mas que el CO2 y favorece la destruccion del ozono (O3)
(Charles et al., 2017), cuya principal fuente de emision provienen del uso y produccién de
fertilizantes quimicos y de origen animal (Shakoor et al., 2021). Se estima que los incrementos en
la emision de gases invernadero aumentaran en un 50% entre los afios 2000 y 2030, contribuyendo

al aumento de la temperatura global (Chataut et al., 2023).

Otros impactos ambientales de la industria agricola se relacionan con degradacién de los suelos,
pérdida de biodiversidad, deforestacion, contaminacion de aguas y suelos, debido al uso y
produccién de fertilizantes, pesticidas y fungicidas (Adedibu, 2023). Uno de los contaminantes
mas destacados en lo que respecta a fertilizantes utilizados en agricultura es el nitrégeno (N), cuya
manufactura contribuye en un 1.2% a los gases invernaderos emitidos por acciones humanas y su
uso indiscriminado contribuye a la contaminacién y eutrofizacion de aguas aledafias (Abd-Alla et
al., 2023). Tanto la biomasa vegetal como la productividad de los cultivos y ecosistemas, estan
limitados por la disponibilidad de este nutriente, el cual compone un 78% del gas atmosfeérico y
debe ser reducido para que este sea utilizado como nutriente para los organismos (Olivares et al.,
2013). De manera natural, una de las estrategias bioldgicas que las plantas utilizan para obtener el
N como nutriente, proviene de la interaccidén simbidtica con microorganismos fijadores de N
(Geddes & Oresnik, 2016). Estos organismos poseen la capacidad de producir la enzima
nitrogenasa y reducir el nitrogeno atmosférico (N2) en amonio (NH3), permitiendo a la planta
utilizar el nutriente para su desarrollo (Geddes & Oresnik, 2016). Si bien, esta estrategia es
ampliamente implementada en los vegetales, los niveles de fijacion de N son particularmente

destacables en leguminosas (Kebede, 2021; Raza et al., 2020; Shah et al., 2021).



Por lo general, los cultivos de legumbres no requieren de una adicién considerable de N, y se ha
estimado que logran reducir una cantidad aproximada de 80 Tg de N por afio, de los 175 Tg totales
fijados incluyendo la produccion industrial (Raza et al., 2020; Shah et al., 2021). Por otra parte, la
reduccion bioldgica del N provoca un enriquecimiento natural de los suelos de cultivo en lo que
respecta a nutrientes y diversidad de microorganismos (Abd-Alla et al., 2023; Kebede, 2021). Este
aspecto es notable en leguminosas debido a la alta actividad de fijacion de N, ademas, se ha
observado que los remanentes de sus cultivos provocan un enriquecimiento de N natural en los
suelos beneficiando la produccion posterior, por lo que sus cultivos son considerados alternativas
sustentables como tratamiento natural de los suelos disminuyendo el uso de fertilizantes quimicos

(Figura 1) (Abd-Alla et al., 2023; Espinoza et al., 2012; Kebede, 2021).

N atmosférico \ X
& k
\WE

))}}}f?}g@\j /\ P
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- ) 4
/ ”717’,», " N mineral
Fijacion
Biologica
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Figura 1. Fijacion bioldgica de nitrégeno en leguminosas como fertilizante natural de cultivos. El
nitrogeno atmosférico no biodisponible es fijado por bacterias simbiontes presentes en las raices
de las leguminosas. Los residuos del cultivo nutren de nitrégeno los suelos dejando el mineral
biodisponible para los cultivos posteriores, lo que reduce el uso de fertilizantes quimicos. Imagen
modificada de: https://extension.umn.edu/yard-and-garden-news/inoculating-garden-legumes
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Recientemente, el estudio y mejoramiento de cultivos de leguminosas ha sido de interés no solo
por sus ventajas como estrategias sustentables para el tratamiento de suelos de cultivo, sino
también por su aporte nutricional en lo que respecta a la obtencidn de proteina alimentaria, la cual
representa ventajas nutricionales y menores costos ambientales en contraste con la produccion de
proteina animal (Espinosa-Marron et al., 2022). Sin embargo, la sobreproduccién de una sola
especie de leguminosa también ha generado graves consecuencias ambientales (Suarez & Gwozdz,
2023). Actualmente uno de los monocultivos de leguminosas mas explotados para la obtencién de
proteina vegetal es la soja Glycine max, lo que ha generado problemas de deforestacion y pérdida
de biodiversidad principalmente en el hemisferio sur, Brasil (Gollnow & Lakes, 2014; Hamza et
al., 2024; Suarez & Gwozdz, 2023). El cultivo de una sola especie vegetal en grandes extensiones
de terreno es una practica que genera a largo plazo pérdida de biodiversidad, reduciendo la
diversidad de habitats para otras especies, incrementando la vulnerabilidad de los cultivos ante
pestes, enfermedades y estresores ambientales, generando un deterioro en la variabilidad genética
de la especie lo cual es fundamental para la adaptabilidad y resiliencia de la especie (Suarez &
Gwozdz, 2023). Ademas, otras practicas industriales como la extraccién de aceite de soja, son
altamente contaminantes debido al uso de solventes organicos (Burgos-Diaz et al., 2019; Hamza
et al., 2024). Finalmente, cabe mencionar que gran parte de la soja cultivada proviene de
organismos genéeticamente modificados (OGM), cuyos impactos en el medio ambiente no estan
esclarecidos en su totalidad, por lo que su uso requiere de precaucion (Noack et al., 2024). Esto
ha provocado el cuestionamiento de su cultivo en gobiernos extranjeros y nacionales, siendo en

Chile ilegal la produccion para consumo nacional (Resolucion N°1.523 del afio 2001).

En sintesis, la creciente demanda alimentaria, los efectos del cambio climatico y la necesidad de

reducir los impactos ambientales de la industria agricola, han generado un interés por el
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mejoramiento y la diversificacion en la obtencidn de alimentos de alto valor nutricional (Adedibu,
2023; van Dijk et al., 2021). Ante esto los cultivos de leguminosas han sido observados como
alternativas sustentables para tratamiento de suelos y la busqueda de nuevas fuentes de proteina
vegetal es clave para la diversificacion de las practicas de monocultivos de soja (Abd-Alla et al.,

2023; Adedibu, 2023; Shah et al., 2021).

Particularmente en Chile las fuentes de proteina vegetal son reducidas, y las condiciones climaticas
no permiten el desarrollo de cultivos de soja G. max, siendo su importacion cada vez mas costosa
(Mera et al., 2016). Esto ha generado un fomento en la produccién local de proteina vegetal de
origenes alternativos a la soja, y es aqui, en donde el género de leguminosas Lupinus ha despertado
un interés para el escalamiento de sus cultivos, ya que histéricamente se han cultivado de manera
local y presentan diversas ventajas en lo que respecta a beneficios medio ambientales y

nutricionales (Baer, 1989; Mera et al., 2016.; Musco et al., 2017; van de Noort, 2024).

1.2 Lupinus luteus como una fuente de proteina vegetal alternativa y sustentable

El género Lupinus cuenta con alrededor de 300 especies encontradas principalmente en el
Mediterraneo, norte y este de Africa, América del Norte y Sur (Ishaq et al., 2022). Historicamente,
los lupinos han sido cultivados de manera local principalmente para forrajeo y suplemento de
consumo humano, en donde la continua seleccién de plantas para cultivo ha reducido la
variabilidad genética dentro de las poblaciones (Berger et al., 2012; Osorio, Udall, et al., 2018;
Parra-Gonzalez et al., 2012; van de Noort, 2024). Las especies de lupino mayormente cultivadas
en el mundo son: L. mutabilis, L. Albus o lupino blanco, L. Angustifolius o lupino azul, y L. luteus
o0 lupino amarillo (Ishaq et al., 2022; van de Noort, 2024). Siendo en Chile cultivadas en la IX
regién las especies de L. albus, L. angustifolius y L. luteus, cuya produccion se ha destinado

mayormente a alimentacion de animales de cultivo en la industria salmonera y ganadera (Mera et
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al., 2016; Mera & Galdames, 2007). Estas plantas han presentado una mejor adaptabilidad a
estresores ambientales, ambientes frios y suelos pobres en nutrientes, lo que es ventajoso para el

desarrollo de sus cultivos en el sur del pais (Baer, 1989; Mera et al., 2016).

Algunos beneficios ambientales del cultivo de lupino tienen relacion con su uso histérico como
tratamiento para la mejora de la calidad de los suelos de cultivo, habiendo ya en 1989 antecedentes
de campesinos quechua en Peru que se referian a su cultivo como: “Siembro lupino cuando el suelo
estd cansado” (Baer, 1989). Los cultivos de lupino son capaces de enriquecer los suelos de manera
natural con nutrientes como N y fésforo (Espinoza et al., 2012; Mera et al., 2016), generando en
los suelos una relacion de Carbono/Nitrégeno (C/N) particularmente baja (30-40) a diferencia de
los suelos cultivados con cereales (80-90) (Mera et al., 2016). Esto es importante ya que una mayor
cantidad de N en los suelos fomenta la actividad microbiana, acelera la descomposicion de materia
organica y mineralizacion, aumentando la disponibilidad de nutrientes en los suelos, lo que
también incrementa la biomasa microbiana mejorando la estructura del sedimento (Mera et al.,
2016). Otro beneficio ecosistémico del cultivo de lupino es su desarrollo radicular, en donde su
raiz primaria al ser gruesa y descomponerse, crea espacios en la tierra que mejoran la infiltracion
de agua y la penetracién de las raices de otros vegetales (Baer, 1989; Mera et al., 2016). Estas
razones han hecho del cultivo de lupino una alternativa 6ptima para su uso como mejorador de
suelos de manera organica y sustentable, mejorando incluso la rentabilidad de cultivos posteriores

(Baer, 1989; Espinoza et al., 2012; Mera et al., 2016).

Dentro de los lupinos cultivados en Chile, se destaca particularmente L. luteus (Figura 2) por su
elevado contenido de proteina y su mejor adaptabilidad a suelos acidos y himedos, similar al clima

de la Araucania (Baer, 1989; Mera et al., 2016; Burgos-Diaz et al., 2019).
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Figura 2. Lupinus luteus. Fotografias tomadas en cultivos experimentales de Lupinus luteus en el
Centro de Gendmica Nutricional Agricola (CGNA) en la Araucania, Chile.

Con respecto a la calidad nutricional, la concentracién de proteina de L. luteus fluctda entre los 75
a 95 g por cada 100 g de semilla (Burgos-Diaz et al., 2019), en contraste L. albus no supera los
40 g de proteina x 100 g de semilla, lo que es similar al contenido proteico de leguminosas de
mayor consumo como el poroto (Phaseolous vulgaris), el garbanzo (Cicer erietinum) e incluso la
soja G. max (Jha et al., 2022). Otros beneficios alimentarios corresponden al contenido de acidos
grasos polinsaturados de L. luteus, el cual es de 569 g por kilo de semilla, mayor que en L.
angustifolius con 400 g x kg de semilla y L. albus con 287 g x kg de semilla (Musco et al., 2017).
Por otro lado, la concentracion de alcaloides en L. luteus es considerablemente baja, con un 1,07
mg cada 100 g de semilla, lo que refleja su baja toxicidad (Musco et al., 2017). Desde el punto de
vista medicinal, los lupinos se han relacionado con propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias,
antioxidantes y anticancerigenas (Belski, 2012; Caramona et al., 2024). Siendo particularmente,

Lupinus luteus y Lupinus mutabilis, empleados como tratamiento para la reduccion de glucosa en
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la sangre, riesgos de cancer de colon, y mejora en el funcionamiento intestinal y cardiovascular

(Belski, 2012).

A pesar de las ventajas alimentarias, medicinales y ambientales que presenta el cultivo de L. luteus,
su produccion se encuentra principalmente limitada por su vulnerabilidad ante la enfermedad de
la antracnosis producida por el hongo Colletotrichum lupini (Mera et al., 2016.; Samad et al.,
2023). Las pérdidas generadas por esta enfermedad son muy variables, pero en parcelas
experimentales de L. albus se han registrado pérdidas del 60% de la cosecha a causa de la

antracnosis (Mera et al., 2016).

Actualmente uno de los centros de investigacion mas destacados en el estudio de L. luteus para el
fomento de su produccidn en el pais y el enfrentamiento a la antracnosis, es el Centro de Genémica
Nutricional Agricola (CGNA) en la Araucania. Los primeros estudios moleculares en L. luteus
publicados han sido desarrollados con énfasis en la bisqueda de marcadores moleculares para el
mejoramiento genético de las especies mediante seleccién asistida de plantas para cultivo, sin la
intervencion directa del genoma (Lichtin et al., 2020; Martinez-Hernandez et al., 2024; Ogura et
al., 2014; Osorio, Amiard, et al., 2018; Osorio et al., 2019; Osorio, Udall, et al., 2018; Parra-
Gonzalez et al., 2012). Recientemente Lichtin et al., (2020) lograron identificar un genotipo de L.
luteus resistente a la antracnosis Ilamado C98 (Figura 3), a través del marcador molecular LIrl el
cual es ortologo al gen Lanrl presente exclusivamente en plantas de L. angustifolius resistentes a
la antracnosis (Hane et al., 2017; Ksigzkiewicz et al., 2022). La rapida identificacion de genotipos
de L. luteus resistentes a la antracnosis a través del marcador LIrl, ha permitido un mayor
desarrollo de investigaciones asociadas al fenomeno de resistencia en estas plantas (Figura 3)
(Armijo-Godoy et al., 2024). Este hito abrio una nueva ventana de conocimiento para la

investigacion y desarrollo de estrategias de mitigacion de la antracnosis, mediante herramientas
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moleculares o biotecnoldgicas, que son consideradas altamente selectivas y sustentables para ser
utilizadas en el manejo de problematicas asociadas a cultivos agricolas (Bigini et al., 2021; Tibebu

& Nuh, 2019).

Figura 3. Hipocétilos de Lupinus luteus infectados por Colletotrichum lupini en genotipo resistente
(C98) y susceptible (C195). Sintomas de antracnosis (flechas) han sido visibles a las 84 horas post-
infeccion en C195, estando ausentes en genotipo C98. Fotografia de Armijo-Godoy et al., (2024).
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1.3 La antracnosis como amenaza para el desarrollo de cultivos de L. luteus

El estrés biologico producido por patogenos es el principal factor limitante reconocido en la
agricultura, siendo la antracnosis una de las principales enfermedades en cultivos de leguminosas
(Kaur et al., 2023). Esta enfermedad es producida por hongos del género Colletotrichum afectando
a un amplio espectro de plantas, sin embargo, algunas especies son patdgenas especificamente de
leguminosas, como los hongos; C. acutatum, C. orbiculare, C. truncatum, C. destructivum, C.
orchidearum, C. dematium, C. spae-thianum, C. magnum, C. gloeosporioides, C. chloro-phyti, y
C. coccodes, siendo C. lupini un patdgeno especifico de leguminosas del género Lupinus (A. K.
Pandey et al., 2023).

Colletotrichum lupini es el principal patdgeno de plantas de lupino en el mundo (Guilengue et al.,
2022; Mera et al., 2016; Samad et al., 2023). En Chile, cultivos comerciales y experimentales de
L. albus, L. angustifolius y L. luteus han sido afectados por la enfermedad, la que ha causado
pérdidas cercanas al 60% de la cosecha e incluso pérdidas totales, mientras que otros lupinos

silvestres como L. arboreus, también han sido afectados por la enfermedad (Mera et al., 2016).

El comportamiento infectivo del patdgeno es hemibiotréfico, contemplando una primera fase de
infeccidn biotrofica y una Gltima fase necrotréfica (Guilengue et al., 2022; Siddiqui & Ali, 2014)
(Figura 4). El proceso de infeccién comienza en cuanto las esporas detectan sefiales quimicas
provenientes de exudados de la planta, las cuales pueden ser ceras o incluso superficies solidas
hidrofobicas (Barhoom & Sharon, 2004; Nesher et al., 2008). Ha sido descrito que dentro de las
primeras 24 horas posteriores al contacto (patdgeno-planta), sucede la formacién de un apresorio
melanizado especializado en la penetracion de la pared celular de la planta hospedera (Guilengue
et al., 2022; Siddiqui & Ali, 2014). Una vez el hongo logra romper la pared celular e ingresar a la

planta, coloniza el espacio interno y crece mientras se alimenta de metabolitos de la planta sin
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provocar muerte celular (Guilengue et al., 2022; Siddiqui & Ali, 2014). La siguiente fase de la
enfermedad es la necrotrofica, si bien no se sabe exactamente que gatilla el cambio de fase, hay
antecedentes que lo relacionan a las condiciones climaticas y maduracion de la planta (De Silva et
al., 2017). En ensayos experimentales con hongos C. lupini en plantas de L. mutabilis con un 1
mes de edad, el cambio de fase ha sido observado principalmente después de 2 o 3 dias post-
infeccion (Guilengue et al., 2022), similar a lo observado en hipocotilos susceptibles de L. luteus
(Armijo-Godoy et al., 2024), y en frutos de nuez infectados por C. gloeosporioides (Feng et al.,
2021). En esta fase avanzada de la enfermedad, el hongo provoca muerte celular y los sintomas
son visibles como heridas de color amarillo-marrén en la superficie de los tejidos infectados
(Figura 3 y 4) (Armijo-Godoy et al., 2024; De Silva et al., 2017; Guilengue et al., 2022; Lichtin et

al., 2020; Siddiqui & Ali, 2014).

La infeccion puede ocurrir en todos los estados del ciclo de vida de la planta, en semillas es capaz
de reducir la taza de germinacion (Pandey et al., 2023). En cotiledones infectados, logra retrasar
el crecimiento observandose lesiones de tonalidades oscuras, mientras que en hipocotilos
infectados las heridas han sido descritas como lesiones hundidas (Figura 3) (A. K. Pandey et al.,

2023).

Los tratamientos ante esta enfermedad comprenden principalmente fungicidas foliares quimicos y
tratamientos de esterilidad de semillas (Samad et al., 2023). Sin embargo, se ha observado que la
respuesta del patdgeno a un determinado fungicida es particular a cada especie de Colletotrichum,
por lo que ademés de ser quimicos contaminantes, no son eficaces ante el tratamiento de la

enfermedad (Dias et al., 2016).
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Figura 4. Ciclo de vida de Colletotrichum lupini. 1. Frutos infectados por C. lupini. Il. Fase
biotrofica. I11. Fase necrotréfica, etapa avanzada de la enfermedad. V. Frutos y hojas con sintomas
visibles de antracnosis. V. Reproduccion, la que puede ocurrir de manera sexual o asexual en
hongos Colletotrichum. Tiempos (horas post-infeccion, hpi) estimados de acuerdo a estudios en
lupinos de 84 horas a 1 mes de vida. llustracion modificada de Siddiqui & Ali (2014).
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Algunos genotipos de lupinos han generado resistencia a la antracnosis, lo que ha sido asistido
mediante el desarrollo de marcadores y la cruza selectiva de progenitores (Anilkumar et al., 2022;
Deng et al., 2020). No obstante, una problematica ante la seleccion y busqueda de marcadores
moleculares asociados a resistencia en L. luteus, es la reducida variabilidad genética dentro de las
poblaciones debido a la historica seleccion de plantas para su cultivo (Berger et al., 2012). Ello
incita a la investigacion de marcadores moleculares alternativos que presenten una mayor
variabilidad como; microsatélites, marcadores polimorficos de insercion/delecion (InDel), genes
no codificantes, entre otros (Kumar, 2023; Osorio, Udall, et al., 2018; Parra-Gonzalez et al., 2012).
En ausencia de un control efectivo y sustentable ante la antracnosis, comprender los mecanismos
de resistencia en las plantas de lupino es una de las soluciones mas consideradas (Samad et al.,
2023), lo cual es clave para el desarrollo de estrategias sustentables y efectivas para el tratamiento
de la enfermedad, siendo actualmente incipiente la investigacion a nivel molecular de la resistencia

a la antracnosis en L. luteus (Armijo-Godoy et al., 2024; Martinez-Hernandez et al., 2024).
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1.4 Mecanismos de resistencia ante patdgenos en plantas

En general, se han descrito dos vias principales de respuesta inmune en plantas; 1. Mecanismo de
inmunidad innata activado por patrones moleculares asociados a microbios (MTI o PTI), y 2.
Mecanismo de inmunidad desencadenada por efectores (ETI) (Bentham et al., 2020;
Muthamilarasan & Prasad, 2013).

Primero, el mecanismo MTI o PTI involucra el reconocimiento de moléculas elicitores a través de
receptores extracelulares superficiales de las células llamados receptores de reconocimiento de
patrones (PRRs) (Bigeard et al., 2015; Muthamilarasan & Prasad, 2013). Los elicitores son
moléculas presentes en patdgenos que en su mayoria corresponden a componentes estructurales
de la pared celular del patégeno, como glucano, quitina, flagelina y lipopolisacaridos (LPS) (Malik
et al., 2020). Algunos elicitores son clasificados como patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMPS), patrones moleculares asociados a microbios (MAMPs), patrones moleculares asociados
a herbivoros (HAMPs) y patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs) (Malik et al., 2020).
Los receptores celulares de elicitores (PPRs) actlan en esta via MTI. Estos incluyen proteinas
transmembrana de la familia receptor-like kinases (RLK) y receptor-like proteins (RLP) (Bentham
etal., 2020; Muthamilarasan & Prasad, 2013; Zipfel, 2008). Los receptores RLK estan compuestos
por un dominio de unién a ligando extra celular, un dominio transmembrana y un dominio
intracelular de serina/treonina quinasa. En contraste, los RLP, carecen de dominio intracelular y
requieren de otras moléculas adaptadoras para conducir la sefial al espacio intracelular
(Muthamilarasan & Prasad, 2013; Zipfel, 2008). En especifico, proteinas RLKs, del tipo lisina
(LysM-RKSs) han sido reconocidas por ser claves para el reconocimiento de quitina ante patdégenos
fangicos (Kaku et al., 2006). Una vez reconocido el elicitor, este induce un cambio conformacional

en receptores PRRs resultando en la fosforilacion de dominios quinasa, que una vez activados
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desencadenan cascadas de respuesta inmune ante la infeccion (Malik et al., 2020; Zipfel, 2008).
La primera respuesta de defensa y resistencia derivada de la activacion de PRRs via elicitores es
la alcalinizacion del medio, mediante la acumulacion de iones de hidrégeno, potasio, cloro y calcio
(Bigeard et al., 2015; Malik et al., 2020). Ademas, se ha observado que la elevacion en la
concentracion de iones de calcio produce el aumento de la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNIs) que generan un ambiente toxico para el patdgeno, pueden
inducir un aumento de acido salicilico (SA) y el cierre de estomas, que son los principales canales
de ingreso de bacterias patdgenas (Marcec et al., 2019; Nomura et al., 2008). La produccion de
hormonas tipo acido salicilico (SA), acido jasmonico (JA) y etileno (ET) se ha descrito como
indispensable para la generacion de respuestas inmunes y resistencia tanto de la via MTI, como
ETI (Aerts etal., 2021; Andersen et al., 2018). Ademas, se ha descrito que la produccion de JA/JET
inhibe o regula negativamente las vias activadas por SA (Aerts et al., 2021). Respuestas inmunes
mediadas por JA en co-regulacién con ET, son activadas principalmente por la infeccion de
patégenos necrotréficos, mientras que aquellas estimuladas por la produccion de SA, son mas
enriquecidas ante patdgenos biotroficos (Aerts et al., 2021; Muthamilarasan & Prasad, 2013).
Considerando que C. lupini es un patdégeno del tipo hemibiotro6fico, ambas vias hormonales
podrian estar implicadas en la defensa a la antracnosis.

El segundo mecanismo de defensa ante patdgenos en plantas es el activado por efectores (ETI)
(Muthamilarasan & Prasad, 2013). Activado mediante el reconocimiento intracelular de moléculas
efectoras secretadas por patdgenos, que en este caso son proteinas especificas producidas por el
patogeno que logran insertar al interior de la célula (Lovelace et al., 2023). Estas proteinas
efectoras pueden actuar como factores de transcripcion que activan la transcripcion en células

infectadas, pueden afectar el empaquetamiento de cromosomas de la célula hospedera y promover
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la liberacion de nutrientes beneficiosos para el patdgeno (Lovelace et al., 2023). Estos efectores
son reconocidos de manera intracelular por genes de resistencia R, en donde la mayoria de
proteinas R pertenecen a la familia intracellular nucleotide-binding leucine-rich repeat (NB-LRR)
(Muthamilarasan & Prasad, 2013). Estas contienen un dominio LRR (leucine-rich repeat) en el
extremo C-terminal, un dominio efector N-terminal y un dominio central NB (nucleotide-binding)
regulador de la actividad de la proteina (Eitas & Dangl, 2010). El contacto entre los efectores y las
proteinas NB-LRR, produce cambios conformacionales en la proteina que activa el domino N-
terminal para interactuar con otras moléculas asociadas a la via ETI (Eitas & Dangl, 2010). Estas
proteinas pueden inducir factores de transcripcion como WRKY en Arabidopsis, que logran unirse
a sitios promotores de genes asociados a respuesta inmune (Pandey & Somssich, 2009). La cascada
de sefalizacion activada por ETI, es similar a MTI, incluyendo proteinas Mitogen-activated
protein kinase (MAPK), que inducen la transcripcion de genes de resistencia, los que a su vez
conducen a la produccion de hormonas de SA, JA, ET, pudiendo promover el endurecimiento de
la pared celular, la sintesis de compuestos antimicrobianos, entre otras respuestas (Aerts et al.,
2021; Andersen et al., 2018; Bentham et al., 2020; Muthamilarasan & Prasad, 2013).
Recientemente, proteinas tipo NB-LRR han sido descritas en ejemplares de L. luteus C98
resistentes a la antracnosis sometidos a infeccion por C. lupini (Armijo-Godoy et al., 2024).

Otras respuestas que pueden inducir las plantas pueden resultar en una muerte celular programada
Ilamada respuesta de hipersensibilidad (HR). Esta respuesta puede ser inducida por SA mediante
la degradacion de supresores de muerte celular tipo nonexpressor of pathogenesis related genes 1
(NPR1), lo que conduce a un tipo de muerte celular programada a modo de controlar la

propagacion de la enfermedad (Fu et al., 2012).
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Adicionalmente a las vias MTI y ETI, existe un sistema de resistencia adquirido (SAR), que
permite que la sefial de una célula infectada se disperse a tejidos de la planta no infectados,
generando una hipersensibilidad a la presencia del patdgeno a largo plazo y permitiendo una
activacion mas rapida de la respuesta inmune en una proxima infeccion (Mareri et al., 2022;
Muthamilarasan & Prasad, 2013; Tian et al., 2024). Este sistema requiere de la acumulacion de
SA que genera un mecanismo de transportarse de sefial célula a célula que permite la temprana
activacién de la respuesta inmune en toda la planta ante la amenaza del patégeno (Park et al.,
2007). Este transporte de la sefial entre varios tejidos de la planta puede ocurrir a través de
plasmodesmos o0 mediante el floema (Tian et al., 2024). Otros mecanismos de defensa inmune en
plantas estdn mediados por ARN interferente (ARNiI), que pueden degradar secuencias de ARN
ingresadas por patdgenos virales (Muhammad et al., 2019).

Estos antecedentes resumen los principales actores de la respuesta inmune en plantas y la
modulacion de mecanismos de resistencia, contemplando desde la deteccion del patégeno (Via
MTI o ETI), la transduccién de sefial (Via iones, proteinas, fitohormonas JA, SA, entre otros
componentes), hasta la generacion final de la respuesta (e.g produccion de antimicrobianos,
degradacion de efectores, engrosamiento de la pared celular, entre otras respuestas) (Figura 5).
Cabe mencionar que algunos genes que otorgan resistencia se encuentran presentes en genotipos
susceptibles a la enfermedad, sin embargo, s6lo en genotipos resistentes se ha observado una
sobreexpresion de éstos ante una infeccion (Armijo-Godoy et al., 2024; Chakraborty et al., 2019;
Ksiazkiewicz et al., 2021; Z. Li et al., 2024). Esta induccidon en la expresion, puede estar mediada
por factores de transcripcion, fitohormonas, entre otros (Andersen et al., 2018). Sin embargo,

diversos estudios vinculan la participacion de ARNs largos no codificantes en la regulacion de
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genes de resistencia ante patdgenos en plantas (Gareev et al., 2023; Zhang et al., 2022 a, b; Zhao

et al., 2024; Zhou et al., 2023).
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Figura 5. Mecanismos de defensa ante patdgenos en plantas. EI comienzo del diagrama tiene lugar
en la deteccion del patégeno (en azul), se ilustran Hifa, bacterias y virus. Las vias principales de
inmunidad son via MTI o ETI por las que se detecta el patdgeno. Seguido a la deteccion, la
transduccion de la sefial (en amarillo) puede ser mediada por multiples moléculas como Hormonas,
Factores de transcripcion, etc. Finalmente, las respuestas de defensa se detallan en rojo.
Abreviaciones: AP2/ERF: APETALAZ2/ethylene responsive factor, HR: respuesta de
hipersensibilidad, K: quinasas, MAPK: Mitogen-activated protein kinase, MYB: myeloblastosis,
NEG: regulador negativo, ROS: Especies reactivas de oxigeno, TF: Factor de transcripcion,
WRKY: WRKYGQK transcription factor. llustracion modificada de Andersen et al., (2018).
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1.5 ARNSs largos no codificantes (INcRNAS) y sus implicancias ante la resistencia a patdgenos

en plantas

El acido ribonucleico (ARN) es una molécula fundamental para la biologia celular, la cual ha sido
tradicionalmente reconocida por su papel en la sintesis de proteinas a través de la transcripcién de
ARN mensajero codificante (ARNm o mRNA) (Tomita et al., 2021). Sin embargo, el ARNm
representa sélo el 2% del ARN total, mientras que el ARN restante no es traducido a proteinas y
se denomina ARN no codificante (ARNNc) (Mattick et al., 2023). Los ARNNnc son un grupo
diverso de transcritos que por mucho tiempo no fueron estudiados hasta el avance de las nuevas
tecnologias de secuenciacion (Kung et al., 2013).

Los ARNNc pueden ser clasificados en dos grandes categorias: constitutivos y reguladores (Chao
et al., 2022). Los constitutivos son abundantes y se expresan de manera ubicua en todos los tipos
celulares(Fu, 2014). Entre ellos se encuentran; ARN pequefio nucleolar (snoRNA) (60-400
nucleotidos (nt)), ARN de transferencia (tRNA) (76-90 nt) y ARN ribosomal (rRNA) (~5 kb),
implicados en modificaciones de ARNs (snoRNA) y sintesis de proteinas (tRNA y rRNA) (Figura
6) (Chao et al., 2022; Fu, 2014). En contraste, los ARNs reguladores, estan asociados directamente
a la regulacion de la expresion génica de genes blanco o targets, cuyos niveles de expresion no
son ubicuos en el organismo y dependen del tejido y la condicién en la que se encuentre la célula
(Chao et al., 2022). Entre ellos estdn los microARNs (miRNAs) (<30 nt), ARNs pequefios
interferentes (SIRNAS) (20-23 nt), Piwi RNAs (piRNA) (21-32 nt), y ARNSs largos no codificantes
(IncRNA) (>200nt), entre otros (Figura 6) (Ma et al., 2013; Mattick et al., 2023). Algunos ARNnc
reguladores son especificos para animales no siendo descritos en plantas, como piRNAs (Ozata et
al., 2019), ARN potenciador (eRNA) relacionado a transcripcion (Hetzel et al., 2016), e YRNAS

implicados en replicacion de ADN (Guglas et al., 2020).
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Figura 6. Principales ARNs no codificantes descritos en plantas. Abreviaciones: tRNA: ARN
transferencia, rRNA: ARN ribosomal, snRNA: ARN pequefio nuclear, SnoRNA: ARN pequefio
nucleolar, miRNA: micro ARN, siRNA: ARN pequefio interferente, tSRNA: ARN pequefio
derivado de tRNA, circRNA: ARN circular, IncRNA: ARN largo no codificante. Tamarios
aproximados se indican en nucleétidos (nt). llustracién modificada de Chao et al., (2022).

Los IncRNAs son hoy en dia considerados uno de los grupos de ARNSs no codificantes mas amplios
y heterogéneos (Chao et al., 2022; Chekanova, 2015). Estos han sido reportados en una gran
diversidad de organismos que incluyen animales, plantas, levaduras, procariontes y virus (L. Ma
et al., 2013). Estas secuencias se han definido como ARNSs de tamafios > 200 nt que no codifican
proteinas funcionales (Mattick et al., 2023). Sin embargo, se han reportado INcRNAs capaces de
codificar pequefios péptidos (<100 nt) requeridos en ciertos procesos celulares (Matsumoto &
Nakayama, 2018; Nelson et al., 2016).

Los IncRNAs han sido asociados a diversos procesos biologicos como diferenciacion celular,
conformacion estructural de la cromatina y regulacion genica, siendo incluso precursores de
miRNAs (Mattick et al., 2023; Statello et al., 2021; Zhang et al., 2019). La regulacion de genes
target puede ser a niveles transcripcionales, post-transcripcionales (splicing) e incluso a nivel de
traduccion, pudiendo conformar complejos estructurales de IncCcRNA-protéina (Figura 7) (Mattick

et al., 2023; Naseer et al., 2024; Wekesa et al., 2020). Estos mecanismos de regulacion pueden o
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no implicar una unidn directa del IncRNA a su gen target. Una de las formas indirectas en las que
INcRNASs regulan la expresion de genes targets es a través de un efecto “sefiuelo” que tendrian
sobre miRNAs. Esto se explica debido a que los INCRNAs tienen en su estructura maltiples sitios
de unién a miRNAs, por esta razén logran secuestrar secuencias de miRNAs impidiendo que éstos

silencien a sus genes target (Figura 7, B) (Naseer et al., 2024).
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Figura 7. Mecanismos funcionales de IncRNAs. A. Sefial: En respuesta a diversos estimulos, los
IncRNAs pueden unirse a factores de transcripcién de un gen target. B. Sefiuelo: La union del
miRNA al IncRNA impide la unién del miRNA a su mRNA target. C. Puente: INcRNAs acttan
como puentes estructurales entre proteinas. D. Guia: IncRNAs pueden guiar proteinas a los sitios
de regulacion. llustracion de Naseer et al., (2024).

Ademas, estos mecanismos de regulacion pueden suceder entre INCRNAS y targets cercanos o
lejanos en el genoma, siendo estas interacciones clasificadas como cis o trans respectivamente
(Mattick et al., 2023). Algunos estudios consideran que la regulacién es del tipo cis si el gen target

se encuentra a no mas de 100 kb de distancia, de lo contrario la interaccion se clasifica como trans

(Stam et al., 2002.; Zhao et al., 2019).
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En plantas, los INCRNAs han sido asociados a una amplia gama de procesos biolégicos como;
reproduccion, maduracion de fruto, crecimiento, floracion y pigmentacion (Chao et al., 2022;
Chekanova, 2015; Liu et al., 2015). Interesantemente, estudios previos han relacionado estas
secuencias de IncRNAs a mecanismos de defensa, observado una sobreexpresion de genes de
INcRNASs y genes codificantes relacionados a respuesta ante estresores abioticos (Aslam et al.,
2022; Ding et al., 2019; Hidalgo et al., 2023) y bidticos (Samarfard et al., 2022; Zamora-
Ballesteros et al., 2022; Zhang et al., 2022a; Zhou et al., 2023). Sin embargo, en modelos animales
también se ha reportado que los niveles de expresion de INCRNASs se alteran ante enfermedades,
por lo que se ha planteado que su estudio y deteccidn podria ser de utilidad para el desarrollo de
biomarcadores de patologias (Lopez-Urrutia et al., 2019; Naseer et al., 2024). Estudios previos en
plantas infectadas por patdégenos, han reportado que los niveles de expresion de IncRNAs alcanzan
niveles significativamente mas altos en plantas resistentes al patdgeno que en plantas susceptibles,
co-expresando a su vez con genes de resistencia, lo que sugiere un rol activo en la regulacion de
la resistencia a patdgenos en plantas (Fang et al., 2021; Feng et al., 2021; Zhang et al., 2022a).
Ademas, en experimentos knock-out de INCRNASs co-expresados con genes de respuesta inmune,
se ha descrito que lineas de plantas resistentes con INcRNAs eliminados presentan un decaimiento
significativo en la expresioén de genes de resistencia y una mayor susceptibilidad al patégeno,
confirmando su rol esencial en la regulacion de la respuesta inmune ante la infeccion (Feng et al.,
2021; Zhang et al., 2022a). Cabe mencionar que las investigaciones de INCRNAs en plantas han
sido principalmente desarrolladas en organismos de interés cientifico y comercial como:
Arabidopsis, arroz, tomate, pepino, melén y trigo, siendo las leguminosas un item reciente de

estudios en IncRNAs (Chand Jha et al., 2021; Huang et al., 2023).
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En la Gltima década los avances en tecnologias de secuenciacion masiva han permitido conseguir
una mayor profundidad y precision de secuenciacion, por lo que actualmente ha sido posible la
identificacion de un mayor nimero de secuencias de ncRNAs (Glazinska et al., 2020). A la fecha,
han sido publicadas algunas bases de datos de IncRNAs en plantas como: AlncC (Singh et al.,
2021), EVLNcRNAS (Zhou et al., 2021), PLncDB (Jin et al., 2021), CANTATAdD (Szczesniak et
al., 2019), NONCODEYV (Zhao et al., 2021) y LuluDB de Lupinus luteus (Glazinska et al., 2020),

lo que facilita la identificacidn de secuencias de INCRNAS en especies poco estudiadas.

1.6 Estudios de IncRNAs en plantas de lupino

En lupinos, la mayoria de los estudios se han enfocado en la relacion de INCRNAs ante estresores
ambientales (Aslam et al., 2022; Hidalgo et al., 2023). Reportandose que en L. albus, la deficiencia
de fésforo provoca una expresion diferencial de 600 genes de INcRNAs (Aslam et al., 2022),
mientras que en L. mutabilis, se han encontrado respuestas similares ante experimentos de estrés
hidrico (Hidalgo et al., 2023). En relacion con estudios de IncRNAs en Lupinus ante patdgenos,
los antecedentes son muy escasos. En plantas de L. angustifolius infectadas por el hongo Diaporthe
toxica, se ha observado una rapida sobreexpresion de genes codificantes asociados al
procesamiento de ncRNAS, lo que podria dar indicios de la participacién de ARN no codificante
en la respuesta inmune ante la infeccion (Ksiazkiewicz et al., 2021). Hoy en dia, la mayoria de los
estudios de patogenicidad publicados en lupino se han enfocado principalmente en la observacion
de genes codificantes (Ksiazkiewicz et al., 2021; Ksigzkiewicz et al., 2022), de los cuales solo un
estudio se ha realizado en lupino amarillo ante la antracnosis producida por C. lupini (Armijo-
Godoy et al., 2024). Mientras que, en otros géneros de plantas, existen mayores antecedentes sobre

la relacion entre la expresion de INcRNAs y la antracnosis provocada por hongos Colletotrichum.
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Por ejemplo, en el arbol del caucho Hevea brasiliensis se ha evaluado la respuesta en la expresion
de IncRNAs ante la infeccion por C. gloesporioides, en donde se han identificado INcRNAs
asociados a la respuesta a la infeccion, cuya funcion de defensa inmune estaria asociada a la
interaccion con miRNAs patdgenos (Yin et al., 2019). En el nogal comdn Juglans regia, se logré
validar la presencia de 5 IncRNAs sobreexpresados Unicamente en lineas resistentes a la infeccion
por C. gloesporioides, los cuales fueron incluso validados junto a sus posibles ARNm targets,
generando un conjunto de IncRNAs asociados a la resistencia (Feng et al., 2021). Ademas R. Zhou
et al., (2023), identificaron que el IncRNA109897 de J. regia en conjunto con el gen CCR4-TLP1,
participaban positivamente en la regulacién de la resistencia ante C. gloesporioides. En el arbol
frutal de la papaya Carica papaya, también hay antecedentes que validan la participacion de
IncRNAs en la resistencia a la antracnosis, en donde se han identificado 5.983 IncRNAs, de los
cuales 73 fueron diferencialmente expresados en lineas resistentes al hongo (Yang et al., 2022).
Por ultimo, Bhatia et al. (2021) reconocen que a los INcRNAs como importantes nodos de
regulacién de respuesta inmune en plantas ante infecciones por hongos, y que el estudio de estas
interacciones a una mayor profundidad tendria un impacto positivo en la implementacion de

nuevas estrategias en el mejoramiento de la resistencia a estos fitopatdgenos.

Con respecto a L. luteus, su estudio a nivel molecular es incipiente. Ultimamente se han logrado
secuenciar el transcriptoma (Parra-Gonzalez et al., 2012) y proteoma (Ogura et al., 2014) de
diferentes tejidos, mientras que el genoma ha sido publicado recientemente (Martinez-Hernandez
et al., 2024). En el 2020 se logro la identificacién de un genotipo resistente de L. luteus (C98) a
la antracnosis provocada por C. lupini (Lichtin et al., 2020), mismo afio en que fue publicada la
base de datos de secuencias de ARN de L. luteus denominada LuluDB donde se identificaron

31.718 secuencias putativas de IncRNAs en L. luteus que resultaron ser homologas a secuencias
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de IncRNAs de soja (Glazinska et al., 2020). Sin embargo, esta base de datos es descriptiva, no

habiendo un analisis de las funciones bioldgicas asociadas a esos INCRNAS presentes.

Actualmente, no hay estudios publicados sobre la identificacion de IncRNAs asociados a respuesta
inmune en L. luteus ante la antracnosis, 1o que podria mejorar el entendimiento actual a nivel
molecular de la regulacion de la respuesta a la antracnosis mediante mecanismos no codificantes,
siendo posible que estos conformen un nuevo grupo de marcadores moleculares asociados a
resistencia y control de la enfermedad. Esto aportaria al manejo de préacticas de seleccion de plantas
para cultivo sin la modificacion genética directa (como en OGMs), ademas promoveria el
desarrollo de nuevas herramientas biotecnoldgicas sustentables y selectivas para el control de la
antracnosis en lupino amarillo, que es una de la principal enfermedad que limita el desarrollo de
sus cultivos (Pandey et al., 2023, Mera et al., 2016). Su contenido de proteina vegetal podria ser
de utilidad para la diversificacion de las fuentes de proteina (Boukid & Pasqualone, 2022; van de
Noort, 2024) y también, para la implementacion de metodologias sustentables de produccion de
acuerdo a la variedad de beneficios que presentan los lupinos para los suelos de cultivo
disminuyendo el uso de fertilizantes quimicos (Abd-Alla et al., 2023; Espinoza et al., 2012; Mera

etal., 2016).

De acuerdo a antecedentes previos, los INCcRNAs podrian estar asociados a la resistencia a la
antracnosis en genotipos de L. luteus resistentes mediante la regulacion de genes codificantes
relacionados a respuesta inmune. Por esta razon, en este estudio se llevé a cabo la identificacion
de IncRNAs asociados a respuesta inmune a partir de bases de datos de RNA-seq de genotipos de
L. luteus resistentes (C98) y susceptibles (C195) a la antracnosis sometidos previamente a la

infeccion por C. lupini (Armijo-Godoy et al., 2024).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

La interaccion entre el hongo patdgeno Colletotrichum lupini y la planta Lupinus luteus, promueve
la expresion diferencial de ARNSs largos no codificantes involucrados en la respuesta inmune de
plantas resistentes a la infeccion.

Objetivo general:

Analizar patrones de expresion de ARNs largos no codificantes en genotipos de L. luteus
resistentes y susceptibles a la infeccion por C. lupini, identificando su relacion con la respuesta

inmune de la planta.

Objetivo especifico 1:
Contrastar la expresion de ARNSs largos no codificantes en L. luteus, evaluando la respuesta a la

infeccion por C. lupini en lineas resistentes y susceptibles a la antracnosis.

Objetivo especifico 2:
Asignar la funcion de ARNs largos no codificantes diferencialmente expresados en genotipos de
L. luteus resistentes infectados por C. lupini y su relacion con mecanismos de respuesta inmune en

plantas.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Obtencion de librerias de RNA-seq de genotipo de L. luteus resistente (C98) y susceptible

(C195) a la antracnosis

Los datos de RNA-seq utilizados fueron obtenidos a partir de 32 librerias de secuencias de ARN
(RNA-seq) anteriormente publicadas (NUmero de acceso: PRINA1169352) (Armijo-Godoy et al.,
2024). Las muestras fueron secuenciadas en plataforma NovaSeq 6000 (Illumina®) utilizando una
configuracion de corrida de 2x150 lecturas emparejadas (paired-end) en CD Genomics Inc. (NY,
USA). En adelante, todos los analisis bioinformaticos (Figura 8), fueron realizados en servidores
de CGNA del NLHPC (National Laboratory of High Performance Computing, Chile).

En breve, las 32 librerias de RNA-seq provienen de los estudios de Armijo-Godoy et al., (2024)
quiénes realizaron ensayos de infeccion en dos genotipos: L. luteus Core 98 (resistente a
antracnosis) y Core 195 (susceptible a antracnosis), obtenidos desde la coleccion de germoplasma
del Centro de Genémica Nutricional Agroacuicola (CGNA, Temuco). El hongo Colletotrichum
lupini fue aislado y caracterizado a partir de plantas infectadas desde cultivos de AluProt-CGNA
(Core 195) cultivados en la estacion experimental de CGNA en la localidad de Huichahue,
Araucania. La inoculacion de C. lupini en ambos genotipos se realizd mediante suspension de
conidios en una herida de 2 mm de longitud en la superficie superior de hipocétilos. El tejido
inoculado fue incubado en placas de Petri humedecidas y las muestras de hipocotilo se recolectaron
a las 0 (control no inoculado), 24, 60 y 84 horas post infeccion (hpi), considerando cuatro réplicas
por tratamiento que fueron almacenadas a -80°C para su posterior extraccion de ARN y

secuenciacion.
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Figura 8. Flujo de trabajo para la prediccion del IncRNAs y genes target a partir de librerias de
RNA-seq de Lupinus luteus. Las librerias correspondieron a ARN de hipocétilos de L. luteus de
genotipo resistente (C98) y susceptible (C195) a la antracnosis, sometidos previamente a la
infeccion por C. lupini a diferentes horas post-infeccion (hpi).

3.2 Mapeo y ensamble a partir de librerias de RNA-seq de L. luteus

Analisis de datos fueron realizados generando scripts automatizados en Python v3.10. La calidad
de secuencias crudas o reads fue evaluada mediante la implementacion de reportes de calidad en
FastQC v0.11.9 (Andrews S., 2010), y los datos fueron procesados mediante la herramienta Fastp
v0.23.2 (Chen, 2023). Secuencias con valores de calidad de Phred (Q > 30), de tamafios menores
a 50 nt de largo, y adaptadores detectados, fueron removidas segun lo descrito en (Martinez-

Hernandez et al., 2021). Posteriormente, los reads limpios fueron alineados contra el genoma de
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referencia de L. luteus (nimero de acceso: GCA 964019355.1) (Martinez-Hernandez et al., 2024)
utilizando Hisat2 v2.2.165 (Kim et al., 2019). Una vez mapeados contra el genoma de referencia,
los reads fueron ensamblados usando Stringtie v2.2.2 (Pertea et al., 2015). Finalmente, la
herramienta Gffcompare v0.11.2 (Pertea & Pertea, 2020), fue utilizada para comparar los

transcritos ensamblados contra el archivo de anotaciones del genoma de referencia de L. luteus.

3.3 lIdentificacion de ARNs largos no codificantes (INcRNAs) en genotipo de L. luteus

resistente (C98) y susceptible (C195) a la antracnosis

La prediccion de InNcRNAs se realiz6 mediante el uso de CPC2 v1.0.1 (Kangetal., 2017) y FEELnc
v3 (Wucher et al., 2017). El resultado consenso entre ambas predicciones fue considerado como
InNcRNAs, utilizando criterios de corte similares a los utilizados por Feng et al., (2021) y X. Zhao
et al., (2019), los cuales fueron: Potencial de codificacion <0.5, tamafios > 200 nt, porcentaje de
cobertura de ORF <50% Yy presencia de 2 0 mas exones. En breve, CPC2 emplea metodologias
propuestas por Fickett (Fickett, 1982) que consideran la frecuencia y posicién de cada nucleétido
para la diferenciacion entre secuencias codificantes y no codificantes, junto con el porcentaje de
cobertura de cada secuencia sobre los marcos de lectura abierto (ORF) de los transcritos
codificantes (Kang et al., 2017). Por otro lado, FEELnc presenta 3 mddulos de analisis de
IncRNAs: 1) Filtro: considera nimero de exones descartando secuencias sin exones identificados
y elimina secuencias menores a 200 nt, 2) Potencial de codificacion: utiliza calculos de multi K-
meros para la distincion entre secuencias codificantes y no codificantes, y su algoritmo esta basado
en el uso de bosques aleatorios (random forest) para la toma de decisiones finales y, 3)
Clasificacion: El programa utiliza el genoma de referencia para localizar el gen anotado mas

adyacente al IncRNA, clasificandolo segun su ubicacion; intergénica (posicion entre genes) o
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génica (dentro de la secuencia de un gen), entre otras subclases (Wucher et al., 2017). Este ultimo

maodulo fue utilizado para la clasificacion de los INcRNAs predichos por ambas herramientas.

3.4 Analisis de expresion diferencial de INcRNAs entre genotipos de L. luteus resistente (C98)

y susceptible (C195) a la antracnosis a diferentes horas post infeccion

Los datos de cuentas de cada gen fueron obtenidos a partir de la herramienta FeatureCounts v1.22.2
(Y. Liao et al., 2014). Los analisis de expresion diferencial se llevaron a cabo a partir de cuentas
normalizadas en TMM (Trimmed Mean of M-values) (Robinson & Oshlack, 2010). Secuencias
con niveles de expresion <1.5 TMM en todos los tratamientos, fueron descartadas. Para los andlisis
posteriores se utilizaron scripts en lenguaje R v2024.12.0+467 (RStudio, 2020). Los anélisis de
expresion diferencial fueron desarrollados mediante el uso de paquetes de R: edgeR v3.26.8
(Robinson et al., 2009) y DESeq2 v1.46.0 (Assefa et al., 2018). Los contrastes utilizados fueron
disefiados de la siguiente manera para cada genotipo: Ohpi vs 24 hpi, 0 hpi vs 60 hpi y 0 hpi vs 84
hpi, siendo 0 hpi el control no infectado. Se consideraron como genes diferencialmente expresados
aquellos que presentaron un p-valor ajustado o FDR <0.05 y un log2foldchange >1. Genes
predichos como diferencialmente expresados por ambas herramientas fueron considerados como
diferencialmente expresados (DE). La visualizacion de los contrastes se realizé en diagramas de

Venn en https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/vennyy/.

3.5 Andlisis de co-expresion entre INCRNAs y genes codificantes de L. luteus en genotipo

resistente (C98) y susceptible (C195) a la antracnosis a diferentes horas post-infeccion

El uso de analisis de co-expresion entre INCRNAs y genes codificantes se ha utilizado ampliamente

para la prediccion de sus genes codificantes target y su funcion regulatoria (Montenegro, 2022;
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Piro & Marsico, 2019; Stuart et al., 2003). Los datos utilizados para los analisis de co-expresion
correspondieron a genes y su numero de cuentas en TMM anteriormente filtradas. Estos genes
fueron agrupados en mddulos segun sus niveles de correlacion de expresion utilizando el paquete
de R WGCNA v.1.67 (Langfelder & Horvath, 2008). En breve, los datos en TMM fueron
normalizados, para luego construir matrices de correlacion de Pearson, en donde WGCNA calcula
la relacion entre los niveles de expresion de cada par de genes presentes en los datos, de acuerdo
con lo descrito por Liao et al., (2011) y Montenegro (2022). A continuacion, los datos se ajustan a
un modelo de ley de poder, el cual representa el comportamiento de co-expresion por defecto de
genes a nivel bioldgico, donde se ha descrito que un numero limitado de genes o nodos concentran
la gran mayoria de las conexiones (Montenegro, 2022). Esto, para determinar el valor de Soft
Threshold power (sft), pardmetro necesario para la construccion de matrices posteriores que
consideran la fuerza de conexion entre genes (weight). Para el analisis de datos en este estudio fue
definido un sft de 12 con un R? de 0.9, similar a lo utilizado por (Feng et al., 2021). Finalmente,
WGCNA agrupd genes con niveles de correlacion similares (significancia de correlaciéon >0.8, p-
valor <0.05), en diferentes mddulos asociados a colores mediante el célculo de valores TOM
(Topological Overlap Measure) que estiman el grado o fuerza (weight) de conectividad entre pares
de genes, obteniendo asi un estimado de relacion entre INCRNAs y genes codificantes.

La visualizacion de las redes de co-expresion se realizo en Cytoscape v3.10.2 (Shannon et al.,
2003), mientras que la seleccion final de IncCRNAs y genes codificantes co-expresados, se llevé a
cabo considerando los siguientes criterios estadisticos por gen: Module Membership |0.8| con un
p-valor <le-5y Gene significance >0,5 con un p-valor <0.01 (Feng et al., 2021; Montenegro,
2022). Los filtros de co-expresion aplicados por conexion entre genes, correspondieron a: una

fuerza de conexion o weight >0.02 (Feng et al., 2021; Montenegro, 2022) y un valor de quantil de
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0.75, por lo que sélo aquellas co-expresiones dentro del 25% de las conexiones mas fuertes fueron
visualizadas en redes de co-expresion para la seleccion de InNcCRNAs y genes codificantes target,

junto con su prediccién funcional.

3.6 Prediccion funcional de IncRNAs y targets de L. luteus mediante redes de co-expresion

Redes de co-expresion construidas fueron sometidas a enriquecimiento funcional mediante
términos Gene Ontology (GO: https://geneontology.org/) con la herramienta BINGO (Maere et al.,
2005) presente en Cytoscape v3.10.2 (Shannon et al., 2003). Ademas, la prediccién funcional de
genes codificantes co-expresados con IncRNAs, fue realizada mediante la basqueda de genes
anotados en el genoma de referencia de L. luteus a partir de bases de datos como InterProscan
v5.62-94.0 (Quevillon et al., 2005), EggNOG v5.0.2 (Huerta-Cepas et al., 2019) y BLAST v2.14.1
(Altschul et al., 1990) y UniProt (SwissProt + Trembl) (UniProt Consortium, 2023)
(https://www.uniprot.org/, descargado el 25 de septiembre, 2023), utilizando un e-value <le-10.
Seguidamente, se seleccionaron todos aquellos targets de IncRNAs anotados como genes

codificantes asociados a respuesta inmune, suplementando la anotacién con literatura actualizada.

3.7 Prediccion de mecanismo de regulacion entre INCRNAS y sus genes targets

La ubicacion en el genoma de IncRNAs y sus targets, fue visualizada en IGV v2.18.2
(Thorvaldsdottir et al., 2013). Se considerd una regulacion del tipo cis cuando el gen target se
encontrase ubicado dentro de 100 kb adyacentes al INCRNA a partir del extremo 5° y 3’ del gen, y
se considero una regulacion trans, cuando la distancia fuese mayor a 100 kb (Stam et al., 2002.;
Zhao et al., 2019). Por otro lado, la prediccion de interaccion directa entre las secuencias de

INcCRNASs y sus targets, se realizé mediante el programa LncTar v1.0 (J. Li et al., 2014), el cual
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considera los niveles de energia normalizados (ndG) emitidos por las secuencias, considerando

valores > -0.1 ndG como indicadores de interaccién directa entre ambas secuencias.

4. RESULTADOS
4.1 ldentificacion de INCRNAs a partir de librerias de RNA-seq de L. luteus resistente (C98)

y susceptible (C195) a antracnosis

Con el objetivo de identificar INCRNAs relacionados a respuesta inmune ante la antracnosis en
genotipos de L. luteus C195 (susceptible) y C98 (resistente) a la infeccion, se analizaron datos
provenientes de 32 librerias de RNA-seq de hipocétilos de L. luteus C195 y C98, infectados por
C. lupini a diferentes hpi: (0 (no infectado, control), 24, 60 y 84 hpi) (NUmero de acceso:
PRINA1169352, Armijo-Godoy et al., 2024). Las secuencias crudas provenientes de las librerias
de RNA-seq fueron filtradas, mediante la remocion de secuencias cortas o reads de baja calidad,
adaptadores y duplicaciones. Finalmente se trabajé con reads limpios, que representaron cerca del
50% de las librerias crudas de RNA-seq (Tabla 1). Los reads limpios fueron utilizados para el
mapeo Y posterior ensamble del transcriptoma, los cuales se llevaron a cabo a partir del genoma
de referencia de L. luteus, nUmero de acceso: GCA_964019355.1 (Martinez-Hernandez et al.,
2024). Se lograron ensamblar 109.443 transcritos provenientes de 41.646 genes, ademas al
contrastar el transcriptoma ensamblado contra el genoma de referencia, se detectaron 5.198 nuevos
genes putativos de L. luteus adicionales a los 36.895 genes codificantes anotados previamente en
el genoma. De un total de 109.443 transcritos provenientes de 41.646 genes reconstruidos en el
transcriptoma de hipocétilo, 6.737 transcritos (2.785 genes), correspondieron a IncRNAS

identificados en conjunto por las herramientas CPC2 y FEELnNc (Figura 9 A). En detalle, ambas
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herramientas de prediccion de IncRNAs lograron identificar 20.598 y 6.932 transcritos putativos

de IncRNAs respectivamente.

Tabla 1. Librerias de RNA-seq utilizadas. Nomenclatura Libreria: Genotipo, C195 (Susceptible) y
C98 (Resistente), horas post infeccion (0, 24, 60 y 84 HPI), y el nimero de réplica (1 a 4). Se
detalla el nimero de acceso de cada libreria obtenida por el equipo de Armijo-Godoy et al., (2024),
las cuales fueron filtradas para los analisis de este estudio. Los reads crudos correspondieron a las
secuencias provenientes de las librerias de RNA-seq y los reads limpios a las secuencias filtradas.

Libreria NUmero de acceso  Reads crudos Reads limpios
C195 OHPI_1 SRX26297109 30187838 15225413
C195 OHPI_2 SRX26297110 24067015 12729646
C195 OHPI_3 SRX26297111 38903599 18734439
C195 OHPI_4 SRX26297112 35157418 17696888
C195 _24HPI_1 SRX26297105 26361681 13690634
C195_24HPI_2 SRX26297106 28583584 14128350
C195_24HPI_3 SRX26297117 30819711 15127217
C195_24HPI_4 SRX26297128 26539585 12306678
C195_60HPI_1 SRX26297131 23658659 12482655
C195 _60HPI_2 SRX26297132 33371303 15831078
C195_60HPI_3 SRX26297133 25247577 12145714
C195 60HPI 4 SRX26297134 28445278 14427351
C195_84HPI_1 SRX26297135 35730132 17186308
C195_84HPI_2 SRX26297136 29084539 14559633
C195 _84HPI_3 SRX26297107 33769099 15671332
C195_84HPI_4 SRX26297108 31168480 16354511
C98 OHPI_1 SRX26297126 34915058 17994781
C98 0HPI_2 SRX26297127 20120767 10634769
C98_0HPI_3 SRX26297129 28882710 15356137
C98 OHPI_4 SRX26297130 27386247 14657222
C98 24HPI_1 SRX26297113 24545771 12688665
C98_24HPI_2 SRX26297114 31298090 15024613
C98 _24HPI_3 SRX26297115 26664351 13485988
C98_24HPI_4 SRX26297116 33463387 16370513
C98 60HPI_1 SRX26297118 33212655 16112654
C98_60HPI_2 SRX26297119 29321911 13546612
C98 60HPI_3 SRX26297120 31716604 14940347
C98_60HPI_4 SRX26297121 37312444 18343231
C98_84HPI_1 SRX26297122 32195082 16468687
C98_84HPI_2 SRX26297123 32185138 14726476
C98_84HPI_3 SRX26297124 31279228 14530123
C98 84HPI_4 SRX26297125 36742565 17793844
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX26297115%5baccn%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX26297116%5baccn%5d
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Con respecto a la clasificacion de IncRNAs identificados, se utilizé el modulo FEELnc classifier,
que considera genes cercanos al transcrito para realizar la clasificacion, en donde IncRNAs
resultaron ser anotados con mas de un tipo de interaccion respecto a genes vecinos diferentes. Por
esta razon a partir de 6.737 transcritos, se detectaron 15.475 interacciones entre INCRNAs y genes
vecinos. Cabe destacar que, de todas las interacciones observadas 13.241 correspondieron a
IncRNAs intergénicos, lo que significa que la ubicacion en el genoma de un IncRNA se encuentra
preferentemente entre dos genes. Mientras que, sélo 2.234 transcritos fueron clasificados como
génicos, lo que significa que su secuencia se encuentra ubicada completa o parcialmente dentro de

un gen (Figura 9, B).

CpPC2 FEELnc

10000

N° IncRNAs

5000

Génica Intergénica

Figura 9. Identificacion de IncRNAs de Lupinus luteus a partir de librerias de RNA-seq. A.
Diagrama de Venn, presentando resultados de prediccién de transcritos de IncRNAs en CPC2 y
FEELnc, notese los 6.737 transcritos consensos. B. Clasificacion de transcritos de IncCRNAs
predichos segun su ubicacion en el genoma.
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4.2 Analisis de expresion diferencial de IncRNAs entre genotipo de L. luteus resistente (C98)

y susceptible (C195) a la antracnosis a diferentes horas post-infeccion

A partir del ensamble construido en este trabajo se obtuvieron los datos de cuentas de cada gen,
las que fueron normalizadas a TMMs. Aquellos genes con <1.5 TMMs sumados en todos los
tratamientos fueron considerados como genes no expresados y descartados para los analisis de
expresion diferencial. De esta manera de 41.646 genes totales, 33.030 genes fueron considerados
aptos para los analisis de expresion diferencial, los que incluyeron genes codificantes y InCRNAs.
En general, las proporciones de IncRNAs y genes codificantes diferencialmente expresados (DE)
se observaron similares en todas las horas post-infeccidn independiente del genotipo (Figura 10).
Cabe notar que a las 24 hpi el nimero de genes tanto de IncRNAs como genes codificantes fue
mayor en el genotipo C195, lo que disminuyd considerablemente con el tiempo de infeccién,

alcanzando diferencias considerables entre genotipos a las 60 hpi (Figura 10, Tabla 2).
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Figura 10. Proporcion de InNcRNAs y genes codificantes diferencialmente expresados por genotipo
resistente (C98) y susceptible (C195) de Lupinus luteus a diferentes horas post-infeccion por
Colletotrichum lupini. En eje Y, porcentaje de genes INCRNASs y genes codificantes (codingRNA),

diferencialmente expresados (DE). En eje X, contrastes analizados a diferentes horas post-
infeccion (hpi).
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Considerando lo anterior, a las 60 hpi el genotipo C98 presentd 100 genes de INcRNAs y 1.631
genes codificantes por sobre s6lo 3 genes de INcRNAs y 78 genes codificantes DE en el genotipo
C195, mientras que a las 84 hpi el genotipo C98 presentd 92 genes de IncRNAs DE y 1376 genes
codificantes DE por sobre 25 IncRNAs y 715 genes codificantes DE en C195 (Tabla 2).

En general, el nimero de genes DE ante la infeccion fue mayor en el genotipo C98 con 182 genes
de IncRNAs y 2.452 genes codificantes por sobre C195 con 110 genes de IncRNAs y 1804 genes
codificantes. De manera destacada, en plantas resistentes C98 hubo un mayor nimero de genes
DE compartidos en todos los tiempos post-infeccion (Figura 11). En C195 no se encontraron genes
de IncRNAs DE compartidos en todas las horas post-infeccion (Figura 11, A), mientras que en
plantas resistentes se destacaron 20 genes de INcRNAs DE de manera constante en todos los
tiempos (Figura 11, B, Tabla 3). Con respecto a genes codificantes, C195 presentd sélo 4 genes
DE compartidos en todos los tiempos (Figura 11, C) vs 254 genes DE presentes en todos los
tiempos en el genotipo C98 (Figura 11, D). Esto indicaria una respuesta génica compartida
predominante de INCRNAS y genes codificantes en todas las horas post-infeccion en C98 por sobre
lo observado en C195 y qué estos genes podrian estar asociados a mecanismos de respuesta inmune
que podrian ser claves para la modulacion de la resistencia a la antracnosis en todas las etapas
infectivas analizadas. Para confirmar su asociacién con respuesta inmune, posteriormente se
realizaron andlisis de co-expresion y prediccion funcional.

Tabla 2. Numero de genes de InNcRNAs y genes codificantes (CRNAS) diferencialmente expresados

(DE) en genotipo de Lupinus luteus resistente (C98) y susceptible (C195) ante la infeccion por
Colletotrichum lupini. Se detalla el nimero total de genes DE para cada hora post-infeccion (hpi).

Genotipo  Tipo de gen DE Ovs24 hpi 0vs60 hpi 0 vs 84 hpi

C98 InNcRNA 83 100 92
C195 INcRNA 95 3 25
C98 cRNA 672 1709 1376
C195 cCRNA 1456 78 715
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Figura 11. Contrastes de genes de IncRNAs y genes codificantes (CRNA) diferencialmente
expresados (DE) en genotipo resistente (R, C98) y susceptible (S, C195) de Lupinus luteus ante la
infeccidn por Colletotrichum lupini a diferentes horas post-infeccién (hpi). A. INcRNAs DE en las
distintas hpi de genotipo susceptible. B. INcRNAs DE en las distintas hpi de genotipo C98
resistente, se destacan 20 IncRNAs compartidos. C. cRNAs DE en las distintas hpi de genotipo
C195 susceptible. D. cRNAs DE en las distintas hpi de genotipo C98 resistente.

Siguiente pagina: Tabla 3. Niveles de expresion diferencial de 20 IncRNAs diferencialmente
expresados (DE) en todas las horas post-infeccién en el genotipo C98 de Lupinus luteus ante la
infeccion por Colletotrichum lupini. Expresién diferencial en Log2FC para ambos genotipos;
susceptible (C195) y resistente (C98) y se indica su significancia en p-value. Celdas de genes DE
(Log2FC>1) son destacadas en color y p-value significativos (<0.05) en negrita. Resultados
DESeq?2.

45



C195 Ovs24hpi P-value  Ovs60hpi P-value Ovs84hpi P-value
IncRNA_11150 1,07 5,47E-02 -0,34 5,40E-01 -1,91 7,04E-04
IncRNA_11151 1,79 1,78E-03 -0,35 5,36E-01 -1,01 7,76E-02
INcRNA_11154 0,72 2,05E-01 -0,45 4,34E-01 -2,01 5,29E-04
IncRNA_11155 0,98 1,00E-01 -0,33 5,75E-01 -1,83 2,28E-03
IncRNA_11157 0,73 1,22E-01 -1,00 3,65E-02 -2,00 4,10E-05
IncRNA_11159 1,81 1,19E-04 -0,05 9,22E-01 -0,91 5,83E-02
IncRNA_11160 0,47 3,67E-01 -0,40 4,49E-01 -1,68 1,44E-03
IncRNA_12140 -2,51 2,01E-07 0,11 8,16E-01 0,40 3,84E-01
IncRNA_16410 0,00 9,97E-01 -0,30 7,30E-01 0,94 2,65E-01
InNcRNA_16894 -2,60 3,46E-04 0,34 6,07E-01 -0,28 6,77E-01
INCRNA_24719 -2,29 3,09E-03 -0,01 9,85E-01 -0,34 6,47E-01
IncRNA_25701 1,10 1,05E-01 0,89 1,89E-01 -0,31 6,53E-01
IncRNA_25730 0,62 4,42E-01 0,85 2,88E-01 1,78 1,69E-02
InNcRNA_32144 0,28 5,99E-01 -0,18 7,37E-01 -0,24 6,59E-01
InNcRNA_32308 -1,90 2,82E-07 0,67 6,73E-02 0,70 5,60E-02
IncRNA_3927 -2,22 1,42E-04 0,37 5,11E-01 -0,27 6,35E-01
InNcRNA_4056 -0,19 7,26E-01 0,38 4,76E-01 0,48 3,77E-01

IncRNA_430 -2,12 1,20E-03 1,50 1,74E-02 -1,60 1,32E-02
InNcRNA_6595 2,25 1,20E-01 0 1 0 1
InNcRNA_8965 0,06 9,18E-01 -0,41 5,03E-01 -1,79 3,88E-03

C98 Ovs24hpi P-value  Ovs60hpi P-value Ovs84hpi P-value
IncRNA_11150 5,41 6,29E-21 4,96 7,85E-18 3,71 1,32E-10
IncRNA_11151 5,17 2,41E-18 4,84 3,03E-16 3,71 4,13E-10
INcRNA 11154 4,72 3,14E-14 4,49 5,20E-13 3,44 3,49E-08
InNcRNA_11155 5,09 1,49E-16 4,42 7,36E-13 3,22 1,81E-07
InNcRNA_ 11157 6,40 4,28E-37 6,22 4,67E-35 5,21 4,11E-25
InNcRNA_11159 4,99 1,12E-15 4,61 1,40E-13 3,86 7,60E-10
IncRNA 11160 5,16 1,20E-17 5,05 6,01E-17 3,83 2,73E-10
InNcRNA_12140 2,26 2,25E-06 5,94 2,80E-36 5,57 4,66E-32
InNcRNA 16410 7,43 1,64E-08 5,78 1,41E-05 6,19 2,92E-06
InNcRNA_16894 4,64 2,23E-04 7,92 6,88E-11 6,30 2,68E-07
InNcRNA_24719 4,97 1,02E-04 9,01 4,16E-13 6,53 1,91E-07
IncRNA_25701 6,87 2,43E-08 6,76 4,24E-08 6,94 1,67E-08
IncRNA_25730 2,61 5,46E-08 2,62 5,24E-08 3,71 1,20E-14
InNcRNA_32144 2,26 1,26E-04 2,29 9,63E-05 2,39 4,55E-05
IncRNA_32308 3,86 1,30E-17 5,35 7,62E-33 5,35 8,06E-33

IncRNA_3927 3,34 4,18E-04 6,18 1,81E-11 6,78 1,55E-13
IncRNA_4056 2,42 8,16E-06 2,21 4,53E-05 2,85 1,38E-07
IncRNA_430 4,54 2,16E-09 6,31 6,07E-17 4,97 5,05E-11
INcRNA_6595 2,49 1,13E-04 2,29 4,04E-04 2,81 1,35E-05
InNcRNA_8965 3,82 3,88E-09 4,90 3,86E-14 4,24 6,21E-11
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4.3 Analisis de co-expresion entre INCRNAs y genes codificantes de L. luteus en genotipo

resistente (C98) y susceptible (C195) a la antracnosis a diferentes horas post-infeccion

El analisis de WGCNA agrupé los 33.030 genes filtrados anteriormente en 19 modulos de co-
expresion (Tabla 4), en donde se considera que genes provenientes del mismo modulo presentan
funciones similares, actuando en conjunto o regulados de manera similar (Montenegro, 2022;
Stuart et al., 2003). EI nivel de correlacién de estos modulos ante los tratamientos por genotipo y
horas post-infeccién, fue evaluado. El primer tratamiento de analisis fue la asociacion de la
totalidad de los mddulos a la condicion de respuesta a la antracnosis de resistencia (C98) o
susceptibilidad (C195), cuyos resultados de correlacion se ilustran en las primeras dos columnas
en un mapa de calor, evaluandose posteriormente cada una de las horas post-infeccién en ambos
genotipos de manera individual (Figura 12).

De manera destacada, el médulo Turquoise obtuvo un valor de correlacion de 0.99 (en una escala
de -1 a 1), y una significancia de 4x107?, exclusivamente para la condicion de resistencia a la
antracnosis (Figura 12). Ademas, este mddulo mostré un comportamiento de correlacion constante
y similar para la totalidad de las horas post-infeccidén Unicamente en C98, incluso en condiciones
de control (Figura 12). Este mddulo en particular presentd la mayor cantidad de genes de INCRNAS
(792) de todos los modulos analizados (Tabla 4). En detalle, de 3.805 genes totales: 3.013 genes
resultaron ser codificantes, y 792 InNcRNAs. Los valores de correlacion de este modulo asociados
a los tratamientos en el genotipo C98 correspondieron a: 0.38 (Ohpi), 0.37 (24hpi), 0.34 (60hpi) y
0.42 (84hpi) (Figura 12). Esto indicaria que IncRNAs y genes codificantes presentes en este
maodulo podrian estar involucrados en la regulacion de resistencia a la antracnosis en el genotipo
C98 en todas las horas post-infeccion de manera exclusiva, ya que este médulo no muestra una

correlacion positiva en ninguno de los ensayos del genotipo susceptible (Figura 12, Susceptible
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(S)_hpi). Este médulo podria ser de interés para la busqueda de marcadores moleculares asociados

a resistencia. Si bien otros modulos también fueron exclusivos de tratamientos resistentes, estos

fueron destacados de manera individual en determinadas horas post-infeccion (Tabla 4).

Tabla 4. Médulos de co-expresion de genes de Lupinus luteus y su asociacion ante la infeccién por
Colletotrichum lupini. Se observan 19 mdédulos construidos por WGCNA. EI nimero de genes
codificantes (codRNA), IncRNAs y genes totales (Total), son detallados para cada modulo. El
tratamiento asociado mas representativo de cada mddulo también es indicado. Se destacan en
negrita modulos exclusivos para el genotipo resistente.

N° Médulo codRNA  IncRNA  Total Tratamiento asociado
1 Brown 1603 43 1646 Resistente y susceptible a las 24hpi
Darkslateblue 105 9 114 Resistente y susceptible a las 84hpi
3 Thistle2 54 52 106 Resistente a las 24hpi
4 Brown4 126 2 128 Resistente a las 24hpi
Bisque4 87 27 114 Resistente a las 24hpi
Darkorange 467 10 477 Resistente y susceptible a las 24hpi
Salmon4 102 3 105 Susceptible a las 84hpi
8 Floralwhite 144 5 149 Susceptible a las 84hpi
Lightpink4 44 6 50 Susceptible a las 60hpi
10 Blue 1602 59 1661 Resistente y susceptible a las 60hpi
11 Lightsteelbluel 185 2 187  Susceptible a las 84hpi y Resistente a las 60hpi
12 Darkgrey 518 17 535 Resistente a las 60 hpi
13 lvory 153 8 161 Resistente a las 84 hpi
Sienna3 260 8 268 Resistente a las 84 hpi
- Magenta 919 45 964 Resistente a las 0 hpi (control)
16 Navajowhite2 63 3 66 Susceptible a las 0 hpi (control)
- Darkmagenta 279 19 298 Resistente a las 60 hpi
Grey 1099 125 1224 Resistente y susceptible a las 84 hpi
- Turquoise 3013 792 3805 Resistente a todas las hpi
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Figura 12. Mapa de calor de resultados de co-expresion de WGCNA entre mddulos de genes de
Lupinus luteus y su asociacién ante la resistencia e infeccidn por Colletotrichum lupini. En el eje
Y se ilustran los 19 mddulos predichos, mientras que en el eje X, los tratamientos evaluados por
WGCNA. De izquierda a derecha, el primer tratamiento corresponde a la condicion de resistencia
0 susceptibilidad, seguido de los tratamientos en genotipo susceptible (S: C195) y resistente (R:
C98) a diferentes horas post-infeccion (hpi), considerando 0 hpi como control no infectado. Se
destaca el moédulo Turquoise (MEturquoise) por estar altamente correlacionado de manera
exclusiva al genotipo R y presente en todas las hpi. Escala de correlacion de -1 a 1 y nivel de
significancia de correlacidn entre modulos y cada uno de los tratamientos, fueron anotados.

A continuacion, las relaciones de co-expresion entre IncRNAs y genes codificantes fueron
visualizadas en redes de co-expresidn para la posterior prediccion de genes codificantes target de

IncRNAS y su relacion con respuesta inmune.
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4.4 Prediccion funcional de INCRNAs y targets de L. luteus asociados a respuesta inmune ante

la antracnosis

Para la prediccion funcional, datos de co-expresion obtenidos en el paso anterior fueron
visualizados en redes de co-expresion. Los atributos de co-expresion entre genes y los niveles de
significancia asociados a cada modulo se utilizaron para filtrar por fuerza de conexion de acuerdo
a lo detallado en metodologia (3.5). Para una mayor robustez en los resultados, se trabajo con el
25% de las conexiones mas fuertes encontradas entre genes para cada tratamiento, considerando
un valor minimo de fuerza de conexion (weight) de 0.02.

En primer lugar, se construy6 una red con el 25% de las conexiones mas fuertes entre la totalidad
de los genes (considerando ambos genotipos) asociados a la condicion de resistencia (Figura 13,
A). Es asi como de 33.030 genes, 969 genes totales fueron asociados al genotipo resistente
considerando los filtros de conexion. Interesantemente, casi la totalidad de los genes de esta red
pertenecieron al médulo Turquoise, representado por 531 genes codificantes y 374 IncRNAs. El
otro médulo presente en la red fue Magenta con 48 genes codificantes y sélo 16 IncRNAs. De los
20 IncRNAs anotados como DE exclusivos de resistencia en analisis anteriores (Tabla 3), en el
maodulo Turquoise destaco el gen IncRNA 25730 por su fuerte co-expresion con genes codificantes.
El enriquecimiento funcional de la red arroj6 que los procesos mas enriquecidos fueron:
G0:009987 procesos celulares (75,2%), GO: 050896 respuesta a estimulos (35,5%) y GO:042221
respuesta a estimulos quimicos (20,9%), lo que podria tener relacion con una eventual respuesta a
la infeccion por C. lupini. De la misma manera, se construyeron redes de co-expresion individuales
para cada tratamiento. Notablemente, la participacién del médulo Turquoise fue observada en

todas las redes construidas (Figura 13).
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La red de 24 hpi presentd 1089 genes en total, de los cuales 117 genes fueron identificados como
IncRNAs (Figura 13, B). En este caso, ningun IncRNA pertenecio al grupo de 20 IncRNAs DE del
genotipo resistente C98 (Tabla 3). En esta red no hubo un médulo predominante, sin embargo, el
modulo mayormente representado fue Darkorange con 326 genes totales y 12 IncRNAs. En
particular, este modulo estuvo altamente asociado a las 24hpi en ambos genotipos (C98 y C195)
(Tabla 4), lo que podria significar que la respuesta ante 24 hpi es relativamente similar en ambos
genotipos. En la red 24 hpi, las funciones mas enriquecidas en términos GO correspondieron a
procesos de modificacién de proteinas GO:006464 (15%), respuesta a sustancia organica
G0:010033 (14,6%) y modificacidn de proteinas post-traduccionales GO:043687 (13,5%). Si bien
hubo funciones asociadas a respuesta ante estimulos, las frecuencias de éstas fueron bajas con
respecto a la totalidad de los procesos biologicos encontrados. Esto sugiere que a las 24 hpi la
respuesta inmune podria no estar tan activa.

En la red 60 hpi, se destacaron 506 genes totales, de los cuales s6lo 26 correspondieron a IncRNAs
(Figura 13, C). De ellos, se identificd el gen LncRNA24719 perteneciente al modulo Blue, el cual
fue identificado como parte del grupo de 20 IncRNAs de respuesta exclusiva de C98 ante la
infeccion (Tabla 3). En la red de este tratamiento no hubo médulos dominantes (Figura 13, C), sin
embargo, Darkmagenta fue el mas representado con 188 genes totales y 9 INCRNAs, seguido del
‘médulo Blue con 183 genes totales y solo 3 IncRNAs dentro de los cuales se destaco
LncRNA24719. Los términos GO observados a las 60 hpi, estuvieron asociados a procesos de
biosintesis y crecimiento, no habiendo una tendencia clara hacia un proceso celular en especifico.
Es mas, el proceso que tuvo mayor frecuencia fue de un 6,7% en funciones de sintesis de moléculas
pequefias GO:044283. Estos resultados funcionales no arrojaron resultados claros asociados a

respuesta inmune.
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Por ultimo, la red de 84 hpi presentd 209 genes totales y 46 IncCRNAs, en donde el modulo
mayormente representado fue el médulo Turquoise con 101 genes totales y 40 IncRNAs (Figura
13, D). Entre los IncRNAs, se identificd el gen LncRNA25730, el cual estuvo representado en la
red de resistencia y pertenecio al grupo de 20 IncRNAs de respuesta exclusiva de C98 ante la

infeccion (Tabla 3).

B
Red: Resistente Red: 24hpi
Gen_es totales: 969 Genes totales: 1089
codingRNA: 579 (59,75%) codingRNA: 972 (89,26%)
IncRNA: 390 (40,25%) IncRNA: 117 (10,74%)

Red: 60hpi Red: 84hpi

Genes totales: 506 Genes totales: 209
codingRNA: 480 (94,86%)  codingRNA: 163 (77,99%)
IncRNA: 26 (5,14%) InNcRNA: 46 (22,01%)

Figura 13. Redes de co-expresion entre genes de INCRNAs y genes codificantes de Lupinus luteus
asociados a diferentes tratamientos ante la infeccion por Colletotrichum lupini. Cada nodo
corresponde a un gen, nodos triangulares corresponden a IncRNAs y nodos rectangulares a genes
codificantes (codingRNA). EI médulo de origen de cada gen es representado por su respectivo
color. Tratamiento de red, nimero de genes totales, codingRNAS, INcCRNAs, y sus porcentajes con
respecto al total de genes, son detallados para cada red.
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En este caso, la anotacion funcional GO arrojo que el 37,1% y 34.4% de los genes totales, se
encontraban asociados a funciones de procesos metabdlicos de macromoléculas GO:043170 y
procesos metabolicos celulares de macromoléculas GO:044260 respectivamente. Esto revelaria
procesos activos de sintesis molecular a las 84hpi, en donde es posible que haya una regulacion
activa de expresion génica y produccion de moléculas asociadas a respuesta inmune.

En sintesis, al observar el comportamiento general de genes asociados a resistencia, la red global
de resistencia fue la que presenté un mayor nimero de INncCRNAs, y asociacion a procesos de
respuesta ante estimulos, lo que sugiere que la resistencia podria estar dada por procesos asociados
a respuesta. Para una mayor precision en la prediccién funcional de IncCRNAs ante respuesta
inmune en C98, se realizd la anotacion funcional de genes directamente co-expresados con
INcRNASs de interés, en este caso INCRNA25730 y IncRN24719, debido a sus antecedentes como
genes DE en C98 (Tabla 3). De esta manera, se construyeron sub-redes, en donde ambos INCRNAS
resultaron co-expresar fuertemente con genes codificantes asociados a respuesta inmune (Tabla
5). En especifico, el gen INcRNA25730, co-expreso fuertemente con LIu00152, perteneciente al
modulo Turquoise de la red resistente (Tabla 5, Figura 14 A). Sorprendentemente, la anotacion
funcional de LIu00152, se relaciond a proteinas Leucine-Rich Repeat Receptor Kinases (LRR-
RKSs), asociadas a respuesta ante estimulos bioldgicos en plantas (Chakraborty et al., 2019).
Ademas, el IncRNA25730, también co-expresé con LIu31459 del modulo Turquoise en la red de
84 hpi (Figura 14, B), el cual fue anotado como codificante para proteasas, también relacionadas

a respuesta inmune en plantas (Tabla 4) (Figueiredo et al., 2021).
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Tabla 5. Anotacion funcional de targets de INCRNAs. Se indica la fuerza de co-expresion entre
IncRNA-target (weight>0.02), y su anotacién funcional. Entre paréntesis se indica la especie, y el
porcentaje de identidad entre el target y secuencias encontradas en NCBI. Datos revisados el 26
de diciembre de 2024.

IncRNA Target Weight Anotacion

Proteinas LRR-RKs GSO2

(L. angustifolius, 80.04%, XP_019428774.1)
Proteasa subtilisina Glymal8g48580

(L. angustifolius, 81.13%, XP_019460236.1)
Proteinas LRR-RKs At1g60630

(L. angustifolius, 92.33%, XP_019413766.1)
Proteina G lectina S-receptor-like ser/thr quinasa
(L. angustifolius, 96.19%, XP_019452768.1)
Aspartil proteasas AED3

(L. angustifolius, 94.06%, XP_019449311.1)
Fosfolipasa A1 PLIP2

(Abrus precatorius, 73.18%, XP_027366091.1)
MY C1 factor de transcripcion

(L. angustifolius, 89.03%, XP_019459412.1)
WRI1, AP2/EREBP factores de transcripcién
(L. angustifolius, 90.74%, XP_019465169.1)
Regulador quinasa asociada a membrana 4

(L. angustifolius, 89.76%, XP_019439054.1)

INcRNA25730  Llu00152 0.269

INcRNA25730  Llu31459 0.245

INcRNA24719  LIu19789 0.104

INcRNA24719  Llu09149 0.090

INcRNA24719  Llu26895 0.098

NCRNA24719  Llu01283 0.102

INcRNA24719  LIu07035 0.115

INcRNA24719  Llu19259 0.096

INcRNA24719  L1u04928 0.099

En el caso de IncRNA24719, este co-expresd de manera predominante a las 60 hpi con genes del
modulo Blue (Figura 14, C) que correspondieron a; LIu19789 anotado como proteina LRR-RKS,
LIu26895 anotado como aspartil proteasas AED3 con antecedentes en inmunidad en plantas
(Figueiredo et al., 2021), LIu01283 identificado como Fosfolipasa A1 PLIP2 asociada a respuesta
inmune (Cook et al., 2021), LIu07035 factor de transcripcién MY C1 pertenecientes a familias AP2
(Li et al. 2024), Llu19259 factor de transcripcion Wrinkled 1 también perteneciente también a
familia de factores de transcripcion AP2 y, por altimo, el gen Llu04928 asociado a proteinas

quinasa (Tabla 4).
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Sub-red: 84hpi
INcRNA25730

Sub-red: Resistente C
IncRNA25730

Sub-red: 60hpi
INcRNA24719

Figura 14. Sub-redes de co-expresion entre INCRNAs de Lupinus luteus y sus targets. Se muestran
en amarillo las conexiones mas significativas entre INcRNAs (nodos triangulares) diferencialmente
expresados exclusivos de genotipo C98 y targets codificantes asociados a respuesta inmune (nodos
rectangulares). A. Sub-red de co-expresion para INCcRNA25730 y sus targets en red resistente, B.
Sub-red de co-expresion para INCcRNA25730 y sus targets en red 84hpi y C. Sub-red de co-
expresion para INcRNA24719 y sus targets en red 60hpi.

Genes codificantes con altos niveles de co-expresion con IncRNAs (weight > 0.02) fueron
considerados sus targets (Tabla 4, Figura 14). La basqueda en literatura de los antecedentes
funcionales de genes targets arrojé relaciones directas con procesos defensa ante patdgenos en
plantas, las que han sido profundizados en discusién. Ello confirmaria que ambos IncRNAs

identificados estarian involucrados en procesos de resistencia ante la antracnosis.
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Por ltimo, se visualizaron los niveles de expresion de INCRNAS y sus targets, para cada hora post-

infeccion y genotipo (Figura 15). En general, niveles de expresion de INCRNAs y sus targets se

mantuvieron similares entre si, o que sugiere una estrecha relacion entre IncRNA-target. Uno de

los resultados méas destacados fue observado en los niveles de expresion del INcRNA25730 y sus

targets, los que alcanzaron niveles considerablemente mas altos en C98 en todas las horas post-

infeccion, en comparacion con C195 (Figura 15, A-B). Por otro lado, el gen INCcRNA24719 y sus

targets no mostraron diferencias de expresion tan evidentes entre genotipos, sin embargo, si

presentaron niveles de expresion relativamente mas altos en plantas C98 (Figura 15, C-D).
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Figura 15. Niveles de expresion de INcRNAs25730 y INcRNA24719 de Lupinus luteus junto a sus
targets. A. IncRNA25730 en rojo y sus targets en negro, en genotipo susceptible (C195), B.
INcRNA25730 y sus targets en genotipo resistente (C98), C. IncRNA24719 y sus targets en
genotipo susceptible (C195), y D. INcRNA24719 y sus targets en genotipo resistente (C98).
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4.5 Prediccién de mecanismo de regulacion entre INcRNA25730, INcRNA24719 y sus targets.

De acuerdo a antecedentes en literatura, los INCRNAs regulan la expresion de genes codificantes
target mediante una interaccion directa o indirecta (Naseer et al., 2024). Mediante la visualizacion
de la base de datos del genoma de L. luteus enriquecida con genes de INCRNAs, se logro obtener
la localizacion de IncRNAs y sus targets. Tanto para INcCcRNA25730 como IncRNA24719, la
regulacién sobre sus targets fue clasificada del tipo trans debido a que todos sus targets se
localizaron a mas de 100kb de distancia (Stam et al., 2002.; Zhao et al., 2019) (Tabla 6).

Tabla 6. Localizacion de InNcRNA25730 y IncRNA24719 junto a sus respectivos targets.

ID IncRNA y targets Cromosoma Coordenadas
IncRNA25730 YL-20 25234119-25235943
LIu00152 YL-01 1951517-1954858

LIu31459 YL-06 25749464-25750200
IncRNA24719 YL-19 30768116-30772630
LIu01283 YL-01 41339958-41343368
L1u04928 YL-12 2477061-2479015
LIu07035 YL-13 13283498-13286700
L1u09149 YL-15 393426-397153
LIu19259 YL-21 24259359-24263643
LIu19789 YL-21 30011515-30016898
LIu26895 YL-03 36664259-36667508

Finalmente, la herramienta LncTar se utilizé para predecir interacciones directas entre los
IncRNAs y sus targets. Como resultado, no se encontraron interacciones significativas con un ndG
>-0.1, entre los INcCRNA25730, IncRNA24719, y sus genes targets. Estos resultados sugieren una
posible regulacién del tipo trans, en donde el IncRNA regularia la expresion de un gen codificante
lejano en el genoma sin necesidad de una interaccion directa, pudiendo estar relacionado a

mecanismos de regulacion del tipo sefiuelo de miRNAs o decoy (Figura 7) (Naseer et al., 2024).
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5. DISCUSION

Los ARNSs largos no codificantes en plantas han sido asociados a un amplio espectro de procesos
bioldgicos, asi como también a la regulacién de la respuesta inmune ante patégenos (Gareev et al.,
2023; Ma et al., 2022; Wang et al., 2023; Zhao et al., 2024). Sin embargo, la informacion
disponible con respecto al rol de InNcRNAs en respuesta inmune de leguminosas ante la antracnosis
es limitada. En este estudio se analizaron 32 librerias de RNA-seq provenientes de hipocotilos de
L. luteus de genotipo resistente (C98) y susceptible (C195) a la antracnosis previamente sometidos
a la infeccion por C. lupini (Armijo-Godoy et al., 2024). A partir de datos de transcriptoma, se
lograron identificar 6.737 transcritos provenientes de 2.785 genes de IncRNAs en lupino amarillo
(L. luteus), en donde mas del 80% de éstos se clasificO como intergénico, una de las clases mas
abundantes de IncRNAs encontradas en plantas (Feng et al., 2021; Zamora-Ballesteros et al., 2022;
Zhou et al., 2023). Por medio de analisis de expresion diferencial, se identifico un mayor nimero
de genes de IncRNAs diferencialmente expresados (DE) en genotipo resistente C98 en
comparacion al genotipo susceptible C195 (C98: 182 genes de INCRNAs DE vs en C195: 110 genes
de IncRNAs DE). Este comportamiento también ha sido observado en nogal J. regia, en donde
Fengetal., (2021) y R. Zhou et al., (2023), observaron un mayor nimero de IncRNAs DE en frutos
resistentes a la antracnosis producida por Colletotrichum gloeosporioides, lo que fue descrito
incluso en condiciones de control sin infectar. Ante otros hongos como Verticillium dahliae e
insectos del tipo mosca blanca Aleurodicus dispersus en plantas de algodon Gossypium hirsutum,
también se ha reportado un mayor namero de INcRNAs DE en genotipos resistentes (Zhang et al.,
2022a, b). En estos estudios en G. hirsutum, algunos IncRNAs DE fueron apagados en ensayos de
knock-out, obteniendo como resultado que plantas resistentes perdian su efectividad de defensa

ante el patdgeno (Zhang et al., 2022a, b), mismos resultados se han obtenido en ensayos de
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silenciamiento de INncRNAs en Arabidopsis, comprometiendo la resistencia de la planta y la
expresion de genes de resistencia (Seo et al., 2017).

Los resultados obtenidos en este estudio, en conjunto con los antecedentes de INcRNAs en plantas
bajo estrés bioldgico, sugiere que los INcCRNAs tendrian una incidencia clave en la respuesta
inmune de genotipos resistentes de L. luteus C98 ante C. lupini. De manera destacada, por medio
del mismo analisis de expresion diferencial se identificaron 20 genes de INcRNAs DE Unicamente
en genotipo resistente C98, y presentes de manera constante en todas las horas post-infeccion. Para
definir el rol de estos genes de INCRNASs en respuesta inmune, se realizaron analisis de co-
expresion en conjunto con genes codificantes de L. luteus ante la infeccion por C. lupini.

Con respecto a los resultados en los analisis de co-expresion, el médulo Turquoise presento la
maxima correlacién con respecto a la condicion de resistencia durante todas las horas post-
infeccion. Asi mismo, la red de genes asociados a resistencia fue constituida en mas del 90% por
genes del modulo Turquoise y, ademas, present6 el mayor nimero de IncRNASs en comparacion
con las otras redes construidas por tratamiento. Las funciones GO relacionadas a la condicion de
resistencia, presentd un enriquecimiento para funciones de respuesta ante estimulos, lo que daria
indicios de la funcion de los genes de la red ante estimulos de patdégenos en defensa inmune.
Curiosamente, las funciones genéticas analizadas en redes individuales por tratamiento, arrojaron
resultados diferentes para cada hora post-infeccion, sugiriendo mecanismos de defensa especificos
para cada tiempo. A las 24 hpi, funciones de respuesta ante sustancias organicas fueron
enriquecidas, lo que puede deberse a la respuesta de la planta ante la invasion por C. lupini. Esta
invasion ocurriria cerca de las 24 horas post-infeccion segun lo observado por Guilengue et al.,
(2022), en donde las esporas desarrollan un apresorio mielinizado para la rotura de la pared celular

de la planta, esta actividad podria estar desencadenando las funciones de respuesta ante sustancias

59



organicas observadas a las 24 hpi. En contraste, el enriquecimiento funcional de la red 60 hpi, no
presentd procesos especificos de respuesta inmune bajo términos GO, lo que podria ocurrir por
una eventual disminucion en la actividad invasiva del patdgeno, dando paso a la fase biotréfica a
las 60 hpi (Feng et al., 2021; Guilengue et al., 2022). Se ha observado que esta etapa ocurriria entre
las 24 y las 72 horas post-infeccidn (Feng et al., 2021; Guilengue et al., 2022), en donde el hongo
no produce dafios a las células de la planta y se alimenta de los metabolitos secundarios de esta
(Siddiqui & Ali, 2014), lo que podria traducirse en una disminucion en la actividad de defensa
inmune de la planta. Por ultimo, la red 84 hpi presentd funciones enriquecidas de metabolismo de
macromoléculas, lo que podria significar una alta actividad quimica que puede estar asociada a
defensa, debido a que en este tiempo estaria ocurriendo la fase necrotréfica (Armijo-Godoy et al.,
2024). Esta fase ha sido reconocida a partir de las 84 hpi en hipocotilos de L. luteus (Armijo-Godoy
etal., 2024) debido a la aparicion de los primeros sintomas de antracnosis provocados por la muerte
celular (Guilengue et al., 2022). Segun los patrones de expresion de IncRNAs vistos en este
estudio, no hay una tendencia clara en lo que respecta a un incremento constante de su expresion
a medida aumenta el tiempo post infeccién, lo que también ha sido observado en patrones de
expresion de IncRNAs ante antracnosis en J. regia, en donde la regulacion de la resistencia
mediante INCRNAs parece ser mediante pulsos de expresion a determinadas horas post-infeccion
(Feng et al., 2021; Zhou et al., 2023). Esto sugiere que cada etapa post-infectiva es regulada de
manera diferente mediante mecanismos de INcCRNAs.

Resultados de expresion diferencial arrojaron 20 IncRNAs DE exclusivamente en genotipo C98,
de los cuales destacaron INcRNA25730 y INcRNA24719, debido a sus niveles de co-expresion con
genes codificantes relacionados a procesos de respuesta inmune en plantas, siendo IncRNA25730

y sus targets mayormente expresados a las 84 hpi, mientras que INCRNA24719 y sus targets
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estuvieron mayormente co-expresados a las 60 hpi. Esto sugiere que ambos INCRNAs estarian
involucrados en la regulacion de la respuesta a la antracnosis en etapas infectivas diferentes.

La anotacion funcional especifica de genes target de INcRNAs25730 y IncRNA24719, confirmé la
relacion de éstos a procesos de respuesta inmune. En primer lugar, la red resistente, mostré una
co-expresion significativa entre INcRNA25730 y el gen LIu00152, anotado como proteina LRR-
RK GSO2. Las proteinas “Leucine-Rich Repeat Receptor Kinase” (LRR-RK) son reconocidas por
ser receptores de membrana de sefiales asociadas a patdgenos, contemplando vias de respuesta
inmune innata MT1 (Chakraborty et al., 2019). En especifico las proteinas GSO2 y su homologo
(GS01), se han descrito como receptores transmembrana que regulan la permeabilidad de
membranas internas como la banda de Caspary en la endodermis de tejidos juveniles de cotiledon
e hipocétilo, lo que podria explicar la presencia del gen en hipocétilo de L. luteus (He et al., 2024;
Nakayama et al., 2017; Tsuwamoto et al., 2008). Ademas, en semillas GSO2 se relaciona al
desarrollo de la cuticula embrionaria y en polen conforma la pared celular (He et al., 2024).

Curiosamente, se ha observado en ensayos de estrés salino que estas proteinas participarian en la
reduccién de la permeabilidad y la disminucién del ingreso de sales al interior de los tejidos
vasculares de la planta, mejorando asi su resistencia a suelos hipersalinos (Chen et al., 2023). Si
bien la informacion sobre el rol de estas proteinas bajo estrés bidtico es escasa, de acuerdo con
estos antecedentes, estas proteinas podrian estar implicadas en la disminucion de la permeabilidad
de membranas y la reduccion del ingreso de patdgenos hacia tejidos vasculares. En segundo lugar,
INcRNA25730 estuvo fuertemente asociado al gen Llu31459 a las 84hpi, el cual fue anotado como
Proteasa subtilisina ortdlogo del gen Glymal8g48580 de la soja G. max. En este caso,
Glymal8g48580 es un gen que codifica proteinas subtilasas unicas en leguminosas, las cuales

contienen péptidos de 12 aminoacidos (NTPPRRAKSRPH) aislados y nombrados como
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GmSubPep, cuya actividad promueve la transcripcion de genes asociados a resistencia (Pearce et
al., 2010). La actividad de este péptido se presume que tendria interaccion directa con el patdgeno,
la que ocurriria en el apoplasto o espacio extracelular, por lo que estarian involucrados mecanismos
de regulacion via ETI (Pearce et al., 2010). Los niveles de expresion de Glyma18g48580 son altos
exclusivamente en tejidos en crecimiento en plantas como hipocétilo, estando ausentes en plantas
maduras (Pearce et al., 2010), lo que explicaria la expresion del gen en hipocétilo de L. luteus.
Ensayos experimentales de induccién de la expresién del gen con fitohormonas tipo acido
jasmonico (JA) o acido salicilico (SA), han demostrado que estas no alteran su expresion, por lo
que se presume que el gen participaria de una via de respuesta independiente (Pearce et al., 2010;
S. Singh & Mehrotra, 2024). Por esta razon, los resultados obtenidos en este estudio podrian
indicar que el INcRNA25730 actuaria como regulador de la expresion de subtilisina LIu31459 en
hipocotilo de C98 de L. luteus.

Con respecto al IncRNA24719 y sus targets, se encontraron 7 interacciones mayormente co-
expresadas a las 60 hpi. La primera interaccion correspondié al gen LIu19789, cuyos niveles de
expresion fueron los mas altos de los targets de IncRNA24719 en C98, el cual fue anotado como
proteina LRR-RKs. Anteriormente genes asociados a estas proteinas también co-expresaron con
InNcRNA25730, las que han sido ampliamente estudiadas en las vias de inmunidad innata MTI
(Chakraborty et al., 2019). Ademas, genes asociados a proteinas LRR-RKSs, se han observado
sobre-expresados en genotipos de nogal J. regia resistentes a la antracnosis ante la infeccion por
Colletotrichum y co-expresados con INcRNAs (Feng et al., 2021), lo que es similar a lo observado
en este estudio. El segundo gen co-expresado con INcCRNA24719 correspondi6 a LIu09149 anotado
como “G-type lectin S-receptor-like serine/threonine protein kinase” (GsSRK). En general, las

proteinas receptoras tipo quinasa (RLKs) pertenecen al grupo méas extenso de proteinas
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transmembrana, transductores de sefiales en plantas y son agentes activos de vias MTI
(Bouwmeester & Govers, 2009). Dentro del cual, se diferencian aquellas con un motivo
extracelular de lectina, existiendo tres clases de lectinas: G, C y L (Bouwmeester & Govers, 2009).
En este trabajo se identifico un gen del tipo G, el cual estaria implicado en mecanismos de defensa
(Bouwmeester & Govers, 2009).

En ensayos con plantas mutantes en donde se promovio la sobreexpresion de GsSRK ante estrés
bidtico en Morus multicaulis, se ha observado que luego de las 72 hpi ante hongos y bacterias, las
plantas transgénicas no generan sintomas visibles a las enfermedades (C. Liu et al., 2021). Por otra
parte, se ha descrito que la estimulacion exdgena de fitohormonas de acido jasmonico (JA) y acido
salicilico (SA), promueven la expresion de Mu-GsSRK (C. Liu et al., 2021), confirmando la
relacion de este gen a respuesta inmune en plantas. En tercer lugar, el gen co-expresado LIu26895
codifico putativamente para una proteina del tipo proteasa aspartica AED3. Las proteasas
asparticas son enzimas proteoliticas implicadas en varios procesos bioldgicos y su rol en respuesta
inmune es variado (Figueiredo et al., 2021). Recientemente en vias ETI, se ha descrito la
degradacion extracelular de efectores patdgenos de Phytophthora sojae en G. max a partir de una
proteasa aspartica GmAP5, conformando asi un control de virulencia del patdgeno de manera
directa (Xia et al., 2020).

Adicionalmente, Niu & Wang (2018), mencionan que AED3 estaria implicada en mecanismos de
inmunidad sistémicos de resistencia adquirida (SAR) ante patdgenos fungicos como Ustilago
maydi en plantas de maiz, observandose una sobreexpresion del gen en condiciones de post-
infeccion, similar a lo observado en este estudio. El cuarto gen co-expresado correspondio a
LIu01283 que codificaria proteinas del tipo fosfolipasas Al PLIP2. Fosfolipasas de cloroplastos

tipo PLIP han sido descritas en A. thaliana, siendo PLIP1 asociada a biosintesis de aceites, y en
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especifico PLIP2 y 3, asociadas a respuesta inmune a través de la regulacion de JA (K. Wang et
al., 2018). En particular, PLIP2 se encuentra ubicada de manera ubicua en membrana de
cloroplastos, estroma vy tilacoides (K. Wang et al., 2018). Estudios previos reportaron que la
sobreexpresion de PLIP2 conduce a la acumulacién de la forma bioactiva de JA, implicado en vias
de respuesta inmune innata ante patégenos en plantas (Cook et al., 2021; K. Wang et al., 2018).
El gen Llu07035 asociado al factor de transcripcion MYC1, es el quinto gen relacionado a
INcRNA247109.

En plantas, factores de transcripcion de mielocitomatosis (MY C) estarian asociados directamente
a la produccion de JA vy glicoalcaloides esteroidales (SAGs) (Z. Li et al., 2024). En tomate,
Solanum lycopersicum, MYCL1 interactia con factores de transcripcion del tipo AP2-ERF TF
GAMED9 regulando la produccion de SAGs (Swinnen et al., 2022). Factores de transcripcion del
tipo AP2-ERF (APETALAZ2/ethylene responsive factors) han sido descritos como sobre-regulados
en horas post-infeccién en genotipos C98 de L. luteus ante la antracnosis en hipoc6tilo (Armijo-
Godoy et al., 2024), encontrandose entonces que el INcRNA24719 podria estar co-regulando la
expresion de factores de transcripcion relacionados a respuesta inmune. El siguiente gen co-
expresado fue LIu19259 anotado como Wrinkled-1 (WRI1) AP2/EREBP, en donde Wrinkled-1
(WRI1) corresponde a un factor de transcripcién que se ha estudiado mayormente en procesos de
desarrollo, crecimiento, y biosintesis de aceites en plantas (Fei et al., 2020). Este pertenece a una
super familia de 146 factores de transcripcion del tipo AP2/EREBP (APETALAZ2/ethylene
responsive element binding protein) caracterizados por presentar dominios AP2 (Fei et al., 2020;
Wang et al., 2023), de los que se lograron identificar dos en LIu19259.

Los factores de transcripcion pertenecientes a esta familia se han reportado como reguladores de

respuesta inmune asociados al mecanismo de defensa mediante SA y etileno (Giri et al., 2014; C.
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Lietal., 2011; Ma et al., 2024). Sin embargo, no hay antecedentes del rol especifico de WRI1 en
respuesta inmune en plantas, pudiendo ser este uno de los primeros estudios que vinculan el gen a
respuesta ante infeccion por C. lupini en L. luteus. En séptimo lugar, el gen L1u04928 fue predicho
como “MEMBRANE-ASSOCIATED KINASE REGULATOR 4-RELATED”. En particular, la
informacion del gen es limitada, no habiendo un vinculo claro entre el gen y procesos de defensa
inmune, sin embargo, las proteinas quinasas han sido reconocidas por participar en mecanismos
de resistencia, dentro de las cuales estan las proteinas LRR-RKSs y GSSRKSs, descritas previamente
(Tena et al., 2011).

Cabe destacar que dentro de los antecedentes de los targets de INCRNA24719, varios de ellos estan
asociados a la sintesis de &cido jasmonico (JA), ello concuerda con que esta fitohormona modula
los principales mecanismos de defensa ante patdgenos del tipo hemibiotréficos y necrotréficos, lo
que concuerda con el ciclo infectivo de C. lupini (Guilengue et al., 2022; Macioszek et al., 2023).
Ademas, en vista general de las vias de regulacion de respuesta inmune asociadas a los targets de
IncRNAs identificados, se concluye que ambas vias de inmunidad; MTI y ETI estarian actuando
en la resistencia a la antracnosis en L. luteus C98.

Por otro lado, algunos genes target han sido observados exclusivamente en tejidos juveniles como
hipocatilo, por lo que el rol en la regulacion de la antracnosis mediante los IncRNAs seleccionados
podria ser tejido-especifico. Por ello, se sugiere realizar ensayos de infeccion sobre otros tejidos
infectados, asi como también otras etapas del ciclo de vida de L. luteus.

Finalmente, los mecanismos de regulacion predichos en este estudio arrojaron que ambos INCRNAs
y sus targets, estarian siendo regulados de manera trans y que, ademas, la probabilidad de
interaccion directa entre sus secuencias es baja. Por esta razon se sugiere que el mecanismo de

regulacion que podria estar ocurriendo es el decoy o efecto “esponja de miRNAs”, en donde por
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competencia endogena de unién a miRNAs, estos INCRNAs se unen y secuestran multiples
secuencias de miRNAs reduciendo la actividad de silenciamiento de estos sobre sus genes target,
impidiendo la degradacion y promoviendo la continuacion de su traduccion (Gareev et al., 2023,
Naseer et al., 2024). Sin embargo, para confirmar esta interaccion, es necesario un estudio mas
profundo de miRNAs en L. luteus C98, su asociacion a la antracnosis y INCRNAs.

En conclusién, estos antecedentes forman parte de los primeros avances en el entendimiento de la
regulacién de la resistencia a la antracnosis desde la perspectiva de INCRNAs en L. luteus ante C.
lupini, lo que fomenta la investigacion de IncRNAs como posibles marcadores moleculares de
resistencia y el desarrollo de nuevas herramientas moleculares para un control y monitoreo mas

sustentable de la enfermedad (Bigini et al., 2021; Tibebu & Nuh, 2019).
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6. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos sugieren una estrecha relacion entre INCRNAs y la resistencia a la
antracnosis en hipocotilos resistentes de L. luteus.

El genotipo C98 presentd un mayor nimero de genes de IncRNAs diferencialmente expresados
relacionados a mecanismos de respuesta inmune ante la infeccion por C. lupini. La anotacion
funcional de genes target de IncRNAs del genotipo C98: INcRNA25730 y INCRNA24719, mostrd
una activa co-expresion con genes codificantes asociados a respuesta inmune en vias MTI y ETI.
En particular, el gen INcRNA25730 mostr6 una destacada diferencia de expresion entre genotipos,
siendo propuesto como un marcador molecular putativo de resistencia en hipocétilos C98. Sin
embargo, para evaluar su aplicabilidad, se sugiere su evaluacion en otros tejidos y genotipos de L.
luteus.

Finalmente, los resultados obtenidos en este trabajo no rechazarian la hip6tesis planteada en este
estudio, en donde efectivamente la interaccion entre el hongo C. lupini y L. luteus, gener6 una
expresion diferencial en genes de INCRNAs asociados respuesta inmune, la cual resultdé ser
predominante en el genotipo resistente C98.

Este estudio es el primer acercamiento al entendimiento de la regulacion de la resistencia a la
antracnosis de L. luteus ante C. lupini en el contexto de IncRNAs, conformando asi informacion
base para el desarrollo de futuros estudios asociados a resistencia en lupinos, la busqueda de
nuevos marcadores moleculares y la implementacion de herramientas biotecnologicas selectivas y
sustentables ante el manejo de los cultivos y el control de la enfermedad. Estos avances pondrian
llegar a fomentar la produccion de este lupino en Chile, logrando diversificar las alternativas de
alimentarias de proteina vegetal y promoviendo su uso como tratamiento natural de suelos en

rotacion, conduciendo asi a practicas agricolas mas sustentables.
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