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Resumen
La helada es un fenómeno meteorológico caracterizado por la disminución de la temperatura del aire por debajo de cero 
grados centígrados que provocan estrés térmico en las plantas, es uno de los problemas de mayor incidencia e impacto 
en la agricultura andina. Por otro lado, estudios morfológicos y fisiológicos señalan a las papas nativas como fuentes de 
tolerancia genética a las bajas temperaturas. Sin embargo, las bases moleculares de los mecanismos de tolerancia en 
papa, aún son desconocidas. La tecnología del secuenciamiento de ARN (RNA-seq) es una excelente herramienta que 
permite identificar cambios en los perfiles de expresión génica tras el estrés por helada. En este trabajo, el transcriptoma 
de una variedad de papa tolerante y otra variedad susceptible a helada fueron secuenciados y comparados después de 
la exposición al estrés por helada (-8 °C) durante una hora, utilizando la técnica del RNA-seq para identificar diferencias 
en la expresión de genes entre ambas variedades. Se observó que más de 199 millones de lecturas de RNA-seq fueron 
alineadas al genoma de referencia (Solanum tuberosum Grupo Phureja), lo que corresponde al 82.1% del total de las 
lecturas obtenidas tras el secuenciamiento. En cuanto a la modulación en la expresión de genes, la variedad tolerante 
presentó el mayor número de genes expresados diferencialmente (Differentially Expressed Genes, DEGS) sobreexpresados 
(262 DEGs) y la variedad susceptible presentó el mayor número de DEGs reprimidos (37 DEGs) tras el estrés por helada.

Palabras claves: secuenciamiento ARN; transcriptómica; papa; helada; expresión.

Abstract
Freezing is abiotic stress characterized by a decrease air temperature below zero degrees Celsius. It is one of the high-
est incidence and impact problems in Andean´s agriculture. Morphological and physiological studies indicate that native 
potatoes are sources of genes related to plant frost tolerance. However, the molecular bases of tolerance mechanisms in 
potato are still unknown. RNA sequencing technology (RNA-seq) is an excellent tool to identify genes expression profile 
changes after freezing stress. In this work, the transcriptome of a freezing tolerant and another susceptible variety of potato 
were sequenced and compared after exposition to freezing stress (-8 °C) for an hour, using the RNA-seq technique to 
identify differences in the genes expression between both varieties. It was observed that more than 199 million reads were 
aligned against the reference genome (Solanum tuberosum Group Phureja), which correspond to 82.1% of the total reads 
obtained after sequencing. The tolerant variety showed the highest number of Differentially Expressed Genes (DEGs) up-
expressed (262 DEGs), while the susceptible variety showed the highest number of down-expressed DEGs (37 DEGs).

Keywords: RNA sequencing; transcriptomics; potato; freezing; expression.
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Introducción
La papa es una planta herbácea y anual perteneciente a la 

familia de las Solanáceas. Es el cuarto cultivo alimenticio de ma-
yor importancia a nivel mundial, debido a su valor nutricional, 
adaptabilidad a diferentes climas y sistemas de cultivo (Devaux 
et al. 2010). En el Perú existen más de 2500 variedades de papas 
nativas, muchas de las cuales se caracterizan por tolerar diferentes 
tipos de estrés abiótico como sequía, salinidad o helada, consti-
tuyendo un valioso reservorio genético para futuros programas 
de mejoramiento vegetal (Ochoa 2001).

En los últimos años, el desarrollo de nuevas tecnologías de 
secuenciamiento de alto rendimiento, como el secuenciamiento 
de ARN (RNA-seq) ha permitido la detección y cuantificación 
de transcritos con mayor sensibilidad (Lister et al. 2009).

En la actualidad, se cuentan con estudios transcriptómicos 
(RNA-seq) de la respuesta al estrés por helada en cultivos como 
Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Triticum aestivum, Brassica 
juncea y Lilium lancifolium (Ren et al. 2015, Nakaminami et 
al. 2014, Yang et al. 2015, Gulick et al. 2005, Sinha et al. 2015, 
Wang et al. 2014). Sin embargo, hasta la fecha son limitados los 
estudios transcriptómicos de la respuesta a helada (a -8 °C) en 
papas nativas (Espinoza 2017 & Murata 2017).

Nuestro estudio permitió reportar y confirmar la diferencia en 
la expresión de genes tras el estrés por helada entre dos variedades 
de papa nativa (una tolerante y otra susceptible). 

Materiales y métodos
Material vegetal.- Se realizaron evaluaciones fisiológicas de 

tolerancia al estrés por helada en cuatro variedades de papas 
nativas en invernaderos de la Universidad para el Desarrollo 
Andino (UDEA), localizados en el distrito de Lircay, provincia 
de Angaraes, región de Huancavelica (12°59'22"S, 74°43'14"W) 
a una altitud de 3278 m, con temperaturas que oscilan entre 2 
y 18°C. En base a los resultados obtenidos en las evaluaciones 
se seleccionaron dos variedades tetraploides, nativas de Huan-
cavelica (CIP y FEDECH, 2006), para el presente trabajo: Yana 
Manwa (Solanum tuberosum subsp. andigena), como variedad 
tolerante a helada y; Yuraq Gaspar (Solanum tuberosum subsp. 
andigena), como variedad susceptible a helada (Morales, 2017).

Para el experimento, las variedades de papa seleccionadas, 
fueron propagadas a partir de esquejes de tallos laterales y regadas 
hasta la aparición de raíces. Posteriormente, las plántulas fueron 
trasplantadas a 12 macetas por variedad, en tierra vegetal con 
un perfil nutritivo (Musgo Sphagnum + Vermiculita + Perlita 
+ Nutrientes), con riegos periódicos de solución nutritiva hasta 
alcanzar una altura de 30 - 40 cm., con temperaturas 18/2°C 
día/noche y 18 horas de fotoperiodicidad durante 12 semanas 
(Seppänen & Coleman 2003).

Diseño del experimento.- Transcurridos los tres meses de 
desarrollo, ambas variedades fueron sometidas a una simulación 
de helada artificial (estrés térmico - bajas temperaturas) mediante 
congelación real (-8 °C por una hora) en una cámara de tem-
peratura controlada (INDUMELAB, Modelo OPCa-D-120) 
ubicada en UDEA. 

El diseño experimental para ambas variedades (YM, variedad 
tolerante y YG, variedad susceptible) consistió en la colecta 
de hojas en dos tiempos: Tiempo Control (antes del estrés, 
T0) y Tiempo Estrés (después del estrés, T1), considerando 3 

repeticiones (R1, R2 y R3) por cada tiempo. Cada planta fue 
considerada como una unidad experimental. Por lo tanto, se 
obtuvieron 12 muestras: 2 variedades, en 2 tiempos de muestreo 
con 3 repeticiones cada una. Tras la colecta de hojas, las muestras 
fueron conservadas a -80 °C hasta su uso.

Extracción de ARN.- Se extrajo el ARN a partir de 1 g de 
muestra de hojas, a través del reactivo Trizol (InvitrogenTM, Life 
Technologies) según las indicaciones del fabricante.

Para estimar la pureza del ARN extraído se calcularon las re-
laciones de absorbancia A260/A280 de cada una de las muestras. 
La cuantificación del material extraído se realizó en un espectro-
fotómetro Eppendorf® y la integridad de las muestras de ARN 
fueron evaluadas en geles de agarosa al 2% (90V por 45 min). 

Con el fin de eliminar restos de ADN genómico, el RNA 
extraído fue tratado con el kit DNase Treatment and Removal 
Reagents (Ambion ®, DNA-free).

Secuenciamiento de ARN.- La construcción y el secuencia-
miento de las librerías se realizaron en el laboratorio Microarray 
Clinical Core de la Universidad de California, Los Angeles 
(UCLA). El secuenciamiento se realizó en un secuenciador de 
nueva generación (NGS) usando la plataforma Illumina HiSeqTM 
3000 generando lecturas del tipo single-end de 50 bp.

Análisis bioinformático.- El procesamiento, montaje y 
análisis de datos del transcriptoma fueron realizados en un 
servidor instalado en el área de Hardware, Redes y Sistemas 
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, en el cual se 
encuentra instalado el sistema operativo LINUX (UBUNTU 
versión 14.04) en base al pipeline bioinformático desarrollado 
por Trapnell et al. (2012) para datos secuenciados en Illumina 
que poseen un genoma de referencia.

El control de calidad de las lecturas (reads) generadas del se-
cuenciamiento, se realizó a través del programa FastQC (http://
www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Las lec-
turas de buena calidad se mapearon contra el genoma de referen-
cia de la papa (DM1-3516R44) obtenido en http://solanaceae.
plantbiology.msu.edu/pgsc_download.shtml, utilizando los 
programas Bowtie versión 2.2.3 (http://bowtie-bio.sourceforge.
net/index.shtml) y TopHat versión 2.0.12 (http://ccb.jhu.edu/
software/tophat/index.shtml. Luego, para el montaje y cuantifi-
cación de los transcritos se utilizó el programa Cufflinks versión 
2.2.1 (http://cole-trapnell-lab.github.io/cufflinks/). Finalmente, 
para la detección de los genes expresados diferencialmente (Dife-
rentially Expressed Genes, DEGs) se utilizó el programa Cuffdiff 
versión 2.2.1, incluido en el paquete Cufflinks. 

Resultados 
Extracción de ARN.- Las concentraciones del ARN extraí-

do oscilaron entre 342.7 ng/µL y 980.2 ng/µL. En cuanto a la 
relación de la absorbancia A260/280, el valor osciló entre 1.8 y 
2.0, indicando que todas las muestras se encontraron puras y sin 
contaminantes. La integridad del material extraído se determinó 
a partir de un gel de agarosa al 2%, visualizándose las bandas 
correspondientes a los ARN ribosomales (28S, 18S y 5S). Por 
lo tanto, la extracción de ARN con Trizol permitió obtener una 
adecuada cantidad y calidad de RNA para el secuenciamiento.

Control de Calidad.- La construcción y secuenciamiento de 
las bibliotecas fue realizada a partir del ARN extraído generán-
dose un total de 12 librerías con lecturas de tamaño de 50 pb.
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El secuenciamiento de las bibliotecas generó más de 242 
millones de lecturas y en promedio más de 20 millones de 
lecturas por biblioteca. El mayor número de lecturas se generó 
en la biblioteca YMT1R2.fastq (24960517 lecturas) y el menor 
número de lecturas se generó en la biblioteca YMT1R3.fastq 
(14842723 lecturas) (Tabla 1).

En el programa FastQC, se evaluaron los valores de calidad de 
cada base de todas nuestras bibliotecas a través del valor del Phred 
Score. En todas nuestras bibliotecas, se observó, que el Phred score 
fue mayor a 30 (indicando una probabilidad de ocurrencia de 1 
error en cada 1000 pb) (Ewing & Green 1998). Por lo tanto, la 
calidad por base generada en todas nuestras librerías fue óptima 
y confiable, no siendo necesario el descarte de ninguna lectura 
por baja calidad

Luego, las lecturas fueron mapeadas al genoma de la papa 
(doubled monoploid S. tuberosum Group Phureja DM1-3). Se 
reporta un promedio de 72.3% de lecturas únicas mapeadas 
(aquellas que mapearon en una única posición del genoma), 9% 
fueron lecturas múltiples mapeadas (aquellas que mapearon en 
más de una posición en el genoma) y 17.7% que no mapearon al 
genoma, estas últimas fueron excluidas del análisis. Estos valores 
indicaron un rendimiento similar durante la construcción y el 
secuenciamiento entre librerías (Tabla 1).

Genes expresados diferencialmente.- Los niveles de expre-
sión diferencial entre las condiciones evaluadas fueron obtenidos 
con el programa CuffDiff. La unidad de medida de expresión que 
se utilizó fue el de lecturas por kilobase por millón de lecturas 
mapeadas (Read per Kilobase per million mapped reads, RPKM), 
la cual fue utilizada para normalizar los niveles de expresión de 
los genes (Garber et al. 2011). Tras el estrés se identificó un total 
de 383 DEGs para las variedades evaluadas, 279 DEGs de la 
variedad tolerante y 160 DEGs de la variedad susceptible, siendo 
56 DEGs comunes para ambas variedades (Fig. 1). 

En cuanto a la modulación en la expresión de genes, la variedad 
tolerante presentó un mayor número de DEGs cuya expresión 
fue modulada positivamente (genes sobreexpresados), mientras 
que, la variedad susceptible presentó un mayor número de DEGs 
cuya expresión fue modulada negativamente (genes reprimidos). 

Dentro de los 56 DEGs comunes, se encontraron 45 DEGs 
sobreexpresados en ambas variedades y, 11 DEGs sobreexpresa-
dos en variedad tolerante y reprimidos en la variedad susceptible. 
No se observó represión y sobreexpresión de DEGs en la variedad 
tolerante y susceptible, respectivamente; ni represión de DEGs 
en ambas variedades. 

Discusión
Chhangawala et al. (2015) demostraron que no existe diferen-

cia significativa en la detección de expresión diferencial, al usar 
lecturas de 50pb single-end vs lecturas de 100bp paired-end. Por 
lo tanto, al no registrarse diferencias significativas, el secuencia-
miento single-end resulta ser una alternativa igual de informativa 
y hasta económica, pues el secuenciamiento paired-end puede 
llegar a costar el doble de precio.

La precisión del análisis diferencial depende del alineamiento 
de las lecturas. Trapnell et al. (2012), indicaron que al menos 
70% de las lecturas de RNA-seq deben ser alineadas al genoma 
de referencia, tasas de mapeo inferiores pueden indicar lecturas 
de baja calidad o presencia de contaminantes. En la Tabla 1, 
se observa que más de 199 millones de lecturas de RNA-seq 
fueron alineadas en el genoma de referencia (S. tuberosum), lo 

Muestra Total lecturas
Lecturas mapeadas Lecturas no mapeadas

Lecturas unicas % Lecturas multiples % Lecturas no mapeadas %
YMT0R1 18684125 14737290 78.9 1174451 6.3 2772384 14.8

YMT0R2 16686012 12744882 76.4 1182435 7.1 2758695 16.5

YMT0R3 18407141 13966757 75.9 1500231 8.2 2940153 16

YMT1R1 21854530 15041739 71.2 1961387 9 4332717 19.8

YMT1R2 24960517 19595566 78.5 1852829 7.4 3512122 14.1

YMT1R3 14842723 11120764 74.9 1201874 8.1 2520085 17

YGT0R1 19985121 14269377 71.4 2230909 11.2 3484835 17.4

YGT0R2 18419288 13098234 71.1 1504559 8.2 3816495 20.7

YGT0R3 23784532 17570905 73.9 1466035 6.2 4747592 20

YGT1R1 18233672 13337032 73.2 1705162 9.4 3191478 17.5

YGT1R2 23126280 16720300 72.3 2607564 11.3 3798416 16.4

YGT1R3 23609446 16685034 70.7 1929355 8.22 4995057 21.1

Tabla 1. Codificación de las bibliotecas y número total de lecturas generadas en Yana Manwa (Solanum tuberosum subsp. 
andigena) variedad tolerante a helada (YM) y Yuraq Gaspar (Solanum tuberosum subsp. andigena) variedad susceptible a 
helada (YG). Distribución de los tipos de lecturas según mapeo al genoma de referencia (DM1-3 516R44).

Figura 1. Diagrama de Venn con el número de genes expre-
sados diferencialmente (DEGs) entre Yana Manwa (Solanum 
tuberosum subsp. andigena) variedad tolerante a helada 
(rojo) y Yuraq Gaspar (Solanum tuberosum subsp. andigena) 
variedad susceptible a helada (celeste). Flecha arriba: genes 
sobre-expresados. Flecha abajo: genes reprimidos.

223 10456
206 7845

1117 26
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que corresponde al 82.1% del total de las lecturas obtenidas tras 
el secuenciamiento. Estos resultados indicaron que los datos del 
secuenciamiento fueron consistentes y adecuados para un análisis 
de transcriptoma de alta calidad.

En general, se encontró una mayor cantidad de DEGs en la 
variedad tolerante que en la variedad susceptible. Sin embargo, 
en Solanum goniocalix y Solanum stenotomum, Espinoza (2017) y 
Murata (2017) reportaron resultados opuestos, es decir un mayor 
número de DEGs en la variedad susceptible. Cabe mencionar 
que, en estos trabajos, las temperaturas de estrés fueron de 0 °C 
y -4 °C, posiblemente temperaturas que no representaron estrés 
significativo para la variedad tolerante, no siendo necesaria la 
activación de toda la maquinaria de respuesta al estrés. 

Nuestra variedad tolerante presentó un mayor número de 
DEGs sobreexpresados comparado con la variedad susceptible, 
lo cual coincide con lo reportado por Chaudhary y Sharma 
(2015), quienes encontraron mayor sobre-expresión de DEGs 
en pepino amarillo (Hippophae rhamnoides) tolerante al estrés 
por helada, sugiriendo que la respuesta al estrés por helada está 
correlacionada directamente con la regulación positiva de genes.

Winfield et al. (2010) mencionaron que los transcritos de 
respuesta común en 3 variedades de maíz (dos variedades de 
invierno: Harnesk y Solstice y, una variedad de primavera: 
Paragon) tras la exposición a 4 °C por 2 días, estarían involu-
crados en la respuesta basal al estrés por frío. Mientras que los 
transcritos comunes únicamente en las variedades de invierno, 
estarían involucrados en la resistencia o capacidad de tolerancia 
al estrés por frío. 

Los resultados muestran en general, que existe una expresión 
diferencial de genes relacionados a la respuesta al estrés por 
helada entre la variedad tolerante y susceptible. La expresión 
de los genes comunes brindará importante información sobre 
las rutas metabólicas basales que se activan en respuesta al estrés 
por helada. Mientras que, los genes sobreexpresados únicamente 
en la variedad tolerante, podrían estar relacionados con la capa-
cidad de la planta para activar múltiples rutas que permitan la 
adaptación a las nuevas condiciones del medio.
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