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RESUMEN 

La soja obtiene la mayoría del nitrógeno que necesita mediante una interacción simbiótica con 

bacterias fijadoras de nitrógeno. El déficit hídrico es uno de los factores que más afecta el rendimiento 

del cultivo. La nodulación puede influenciar positivamente las respuestas al déficit hídrico en leguminosas 

gracias a modular el metabolismo del nitrógeno y de hormonas, el ajuste osmótico y los sistemas 

antioxidantes. Sin embargo, existe escasa evidencia sobre los mecanismos moleculares responsables de 

la alteración de la respuesta a déficit hídrico de una planta nodulada respecto a una no nodulada. A su 

vez, el control traduccional de la expresión génica es importante en condiciones de estrés y ha sido 

determinado como relevante en plantas bajo déficit hídrico. En este trabajo, se analizaron las respuestas 

diferenciales de raíces de soja, noduladas o no, en déficit hídrico a nivel transcripcional y/o tradccional. 

Por ende, se estudiaron los transcriptomas y traductomas de raíces en cuatro tratamientos combinados. 

Se encontró que las respuestas de plantas noduladas en déficit hídrico fueron más complejas a nivel de 

genes diferencialmente expresados (DEGs) totales en comparación con plantas no noduladas. Dicha 

complejidad se observó también a nivel de DEGs con regulación traduccional y de factores de 

transcripción DEGs. Además, se identificaron módulos de co-expresión génica que fueron asociados con 

procesos biológicos relevantes en las respuestas diferenciales de las plantas. La biosíntesis de metabolitos 

secundarios, particularmente de fenilpropanoides y flavonoides, se vio afectada negativamente por el 

déficit hídrico. A su vez, se reprogramó la vía de señalización mediada por MAPK y genes del metabolismo 

de la galactosa se sobreexpresaron en plantas noduladas bajo déficit hídrico. Notablemente, en estas 

condiciones, la regulación traduccional de genes participantes en los procesos de fosforilación oxidativa 

e iniciación de la traducción fue clave. Se identificaron genes candidatos robustos sujetos a control 

traduccional en raíces de plantas de soja noduladas sometidas a déficit hídrico para futuramente 

analizarlos funcionalmente. Para ello se puso a punto el sistema de transformación transitoria mediado 

por Rhizobium rhizogenes. 

 

Palabras claves: soja, RNA-seq, transcriptoma, traductoma, WGCNA, nodulación, estrés hídrico 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Leguminosas 

La familia de plantas leguminosas (Fabaceae) incluye 745 géneros y más de 19.000 especies 

distribuidas mundialmente, siendo la tercera familia más numerosa de angiospermas (Wink 2013). Esta 

familia es importante debido a la significancia económica de varias de las especies que la componen, entre 

ellas diversos granos como la soja (Glycine max (L.) Merr.), quien tiene un valor de exportación global 

estimado en más de U$S 200 billones (OECD/FAO 2021). Adicionalmente, muchas especies de 

leguminosas son de valor ecológico debido a la habilidad de fijación de nitrógeno. Esta habilidad, 

característica de la familia, surge de la formación de estructuras especiales adaptadas para la fijación de 

nitrógeno en las cuales se da una interacción simbiótica entre bacterias fijadoras de nitrógeno (rizobios) 

y células de la raíz de la planta. Se estima que un total de más de 60 millones de toneladas nitrógeno 

atmosférico son fijadas anualmente (Yu and Zhuang 2020), de los cuales aproximadamente 16 millones 

se deben a los cultivos sojeros (Nakei et al. 2022). Es así que las leguminosas tienen un rol significante en 

la sostenibilidad ambiental y agronómica, ya que la capacidad fijadora de nitrógeno de los rizobios implica 

que éstos pueden ser un método barato y natural de fertilización nitrogenada ayudando a reducir la 

necesidad de usar fertilizantes sintéticos (Van Heerden et al. 2007; Gresshoff et al. 2015; Foyer et al. 2016; 

Ferguson et al. 2019).  

1.2 Cultivo de soja en Uruguay 

La soja (Glycine max (L.) Merr.) es de gran importancia agrícola a nivel mundial, siendo uno de los 

cultivos más importantes ya que su aporte en proteínas y aceites lo tornan valioso tanto para la 

alimentación humana como animal. A su vez, es considerada una especie valiosa para la obtención de 

biocombustibles y la conservación de los suelos por la capacidad de fijar nitrógeno atmosférico (Schmutz 

et al. 2010). A nivel mundial, el cultivo de soja tuvo una gran expansión en los últimos veinte años, 

fomentado en gran medida por la creciente demanda de alimentos de alto valor proteico. La producción 

mundial de granos de soja fue de 356 millones de toneladas en 2020 (OECD/FAO 2021). Según datos de 

la Dirección de Estadísticas Agropecuarias (DIEA-MGAP 2023) la soja es el cultivo de grano con mayor área 

de siembra en el Uruguay con un total de 1.009.899 hectáreas cultivadas (DIEA-MGAP 2023). La 

producción de soja en 2023 se estimó en aproximadamente 650 mil toneladas, lo que representó la cuarta 

parte de la cosecha de la zafra de 2022 cuando se obtuvieron alrededor de 2 millones de toneladas. El 

cultivo presentó bajo rendimiento en la zafra 2023 como resultado del déficit hídrico experimentado a 

nivel de todo el territorio uruguayo (DIEA-MGAP 2023). Entre los factores ambientales que más inciden 

en el desarrollo y rendimiento de la soja se encuentra justamente el déficit hídrico (Abdel-Haleem et al. 

2011). 

1.3 Simbiosis rizobio–leguminosa 

La interacción simbiótica rizobio-leguminosa surgió hace aproximadamente 58 millones de años 

(Ferguson et al. 2019). El término genérico rizobio incluye los siguientes géneros: Bradyrhizobium, 

Mesorhizobium, Rhizobium, y Ensifer (anteriormente Sinorhizobium) (Concha and Doerner 2020; Nakei et 

al. 2022). Se ha observado que varias especies de estos cuatro géneros participan en la simbiosis con la 
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soja (Nakei et al. 2022). En Uruguay se recomienda el uso de las cepas U1301 y U1302 de Bradyrhizobium 

elkanii (Beyhaut et al. 2020). 

El establecimiento de la simbiosis depende del reconocimiento específico entre los rizobios y la 

planta a través de una serie de interacciones moleculares. El proceso es iniciado por la planta hospedera 

mediante la exudación, desde sus raíces, de sustancias fenólicas tipo flavonoides, incluyendo flavonas, 

flavonoles e isoflavonas, que serán reconocidas por rizobios compatibles capaces de establecer la 

interacción simbiótica con la especie (Ferguson et al. 2010; Abdel-Lateif et al. 2012). La percepción de los 

flavonoides induce quimiotaxis en rizobios provocando la quimioatracción de ellos hacia la raíz 

(Subramanian et al. 2007; Ferguson et al. 2010). Asimismo, se da la activación de genes nod en rizobios 

que se traduce en la liberación de lipoquitinoligosacáridos, más conocidos como factores Nod (D’Haeze 

and Holsters 2002). Estos factores son determinantes de la especificidad en la interacción rizobio-

leguminosa (Antolín-Llovera et al. 2012; Wang et al. 2019).  

En soja, los factores Nod son percibidos por receptores NFR1α/NFR5α (Nod Factor Receptor), 

disparando una compleja cascada de señalización en la planta hospedera mediada por oscilaciones de 

calcio y quinasas, que conlleva la activación de factores de transcripción (por ejemplo, factores NSP1/NSP2 

[Nodulation Signalling Pathway] o factores NIN [Nodulation Inception]) y de nodulinas tempranas como 

la ENOD40 (Early Nodulin) (Figura 1). Esto provoca alteraciones bioquímicas, fisiológicas y anatómicas en 

la raíz de la planta (Gage 2004; Ferguson et al. 2010).  

El modo de infección más común es la formación de un hilo de infección en pelos radiculares en 

desarrollo, el cual involucra rediferenciación de células del pelo radicular para permitir la formación del 

hilo de infección. Cuando los pelos radiculares perciben la presencia de factores Nod ocurre una 

interrupción transitoria del crecimiento celular que provoca el retraimiento del extremo del pelo radicular 

y formación de un bolsillo de infección. Los rizobios quedan atrapados dentro del bolsillo de infección y 

continúan dividiéndose para luego formar un foco de infección dentro del bolsillo a partir del cual se 

empieza a desarrollar el hilo de infección (Gage 2004; Ferguson et al. 2010; Oldroyd et al. 2011). Es a 

través del hilo de infección que los rizobios continúan avanzando hacia el córtex interno de las raíces, 

donde son rodeados por una membrana peribacteroidal de la célula vegetal conllevando la organogénesis 

de nuevos órganos denominados nódulos (Figura 1)(Ferguson et al. 2010, 2019).  
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Figura 1 Principales eventos durante las etapas iniciales de la simbiosis rizobio-leguminosa. La interacción comienza 
en los pelos radiculares a través de un diálogo molecular entre flavonoides de la planta y factores Nod de los rizobios. 
Cuando la comunicación es efectiva, los rizobios se adhieren al pelo quien se retrae atrapando a las bacterias y 
formando un foco o bolsillo de infección. Se forma un hilo de infección que permite a los rizobios infectar el cortex, 
lugar donde se origina la división celular y origen del meristemo nodular (organogénesis del nódulo). CCaMK: 
Calcium-activated kinase. Factores de Transcripción NSP (Nodulation Signalling Pathway) y NIN (Nodulation 
inception). ERN1: Early Nodulin 1. Figura adaptada de (Sainz et al. 2024b). 

La organogénesis del nódulo requiere de la integración del reconocimiento de factores Nod y de 

señalización mediada por hormonas, particularmente de auxinas y citoquininas (Figura 1). Con respecto a 

las citoquininas, se ha observado que la activación de señalización por citoquininas es necesaria y 

suficiente para la inducción de la morfogénesis del nódulo (Figura 1). Además, durante la nodulación, la 

señalización por citoquininas está restringida a células del periciclo y células corticales, donde ocurre la 

división celular durante la formación del nódulo (Oldroyd et al. 2011). Las células del periciclo y de la 

endodermis participan en el desarrollo del nódulo, pero no son infectadas por el rizobio (Xiao et al. 2017; 

Concha and Doerner 2020). Un resultado directo de esta vía de señalización por citoquininas es una 

alteración localizada del transporte polar de auxinas. En Medicago truncatula se ha observado una 

acumulación localizada de auxinas dada por una supresión localizada del transporte de auxinas e 

inducción de genes responsivos a auxinas como los genes WOX5 y YUCCA (Oldroyd et al. 2011; Concha 

and Doerner 2020). El transporte de auxinas es restablecido una vez iniciado el proceso de infección 

(Oldroyd et al. 2011). En otros términos, el balance de auxinas y citoquininas dicta la organogénesis de 

nódulos (Oldroyd et al. 2011; Concha and Doerner 2020).  

Los nódulos presentan una región periférica con células no invadidas y una región central donde 

se encuentran las células invadidas por rizobios. Los rizobios dentro del nódulo sufren cambios 

morfofisiológicos y bioquímicos transformándose en células irregulares que no se dividen, denominadas 

bacteroides (Kereszt et al. 2011). Según la morfología y desarrollo nodular se distinguen dos tipos de 

nódulos: indeterminados y determinados (Figura 2) (Kohlen et al. 2018; Concha and Doerner 2020). En 

nódulos indeterminados, los primeros eventos de división celular ocurren en células corticales internas 

vecinas a la endodermis (Figura 2A). Además, los nódulos indeterminados presentan un meristema 

persistente que resulta en nódulos con forma cilíndrica, como los observados en Medicago sativa o M. 
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truncatula. En la madurez, debido a la continua división celular, dichos nódulos contienen una población 

heterogénea de bacteroides formando así un gradiente de estadios de desarrollo mientras el nódulo 

continúa elongándose (Ferguson et al. 2010). Por otro lado, los nódulos determinados usualmente 

presentan forma esférica, no presentan meristemo persistente y no muestran un gradiente de estadios 

de desarrollo evidente. Dentro de las leguminosas que forman nódulos determinados se encuentran Lotus 

japonicus y la soja (Ferguson et al. 2010; Kohlen et al. 2018). Los primeros eventos de división celular en 

nódulos determinados surgen de células subepidérmicas en el córtex medio (L. japonicus) o externo (soja) 

(Figura 2B) (Ferguson et al. 2010; Oldroyd et al. 2011; Kohlen et al. 2018). Los nódulos determinados 

también forman estructuras denominadas lenticelas, las cuales sirven para potenciar el intercambio 

gaseoso (Ferguson et al. 2010). Otra importante diferencia entre nódulos indeterminados y determinados 

es que los procesos de infección del rizobio, fijación de nitrógeno y senescencia de la fijación se 

encuentran separados espacialmente en nódulos indeterminados (Figura 2C), mientras que dicha 

separación no ocurre en nódulos determinados (Figura 2D) (Kohlen et al. 2018).  

 

 

Figura 2 Nódulos indeterminados (A,C) y determinados (B,D). Posición de las primeras divisiones celulares (A,B), 
lugar que coincide con el aumento localizado de auxinas. Estructura nodular madura (C,D). En azul, tejido 
meristemático (divisiones celulares). En rosado, tejido vascular. Nódulos indeterminados (C) mantienen un 
meristema activo (I) seguido de una zona de infección (II), zona de transición (II-III), zona de fijación (III), y una zona 
de senescencia (IV) cuando el nódulo es viejo. Nódulos determinados (D) carecen de la distinción zonal. En estos 
nódulos, el proceso de senescencia comienza a partir del centro del nódulo. Zonas definidas por (Hirsch et al. 1997). 
Imagen tomada de (Kohlen et al. 2018). 
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El nódulo permite que exista un ambiente ideal para que suceda el proceso de fijación biológica 

de nitrógeno (FBN), el cual es llevado a cabo por los bacteroides. El establecimiento de la simbiosis 

provoca la síntesis de leghemoglobina, una hemoproteína con alta afinidad por el oxígeno, la cual permite 

el suministro del O2 necesario como aceptor terminal de electrones de la cadena respiratoria de los 

bacteroides (Kunert et al. 2016; Concha and Doerner 2020). De esta manera se mantienen 

concentraciones bajas de este gas en el nódulo protegiendo a la enzima nitrogenasa, la cual está 

encargada de la conversión de N2 en NH3 y que se inactiva irreversiblemente por oxígeno (Kunert et al. 

2016; Concha and Doerner 2020). A su vez, el nitrógeno fijado por los bacteroides difunde al espacio 

peribacteroidal como NH3, donde mediante protonación se transforma en amonio (NH4
+) y pasa al citosol 

de la célula vegetal (Ferguson et al. 2019; Concha and Doerner 2020). Posteriormente, el nitrógeno es 

translocado vía xilema hacia la parte aérea de la planta predominantemente bajo formas orgánicas como 

amidas (asparaginas o glutaminas) en nódulos indeterminados y ureidos (alantoína o ácido alantoico) en 

nódulos determinados como en el caso de la soja (Van Heerden et al. 2007). Mediante este proceso, los 

bacteroides proveen de amonio (una forma asimilable de nitrógeno) a la planta hospedera, quien a 

cambio brinda carbohidratos a los bacteroides como fuente de carbono, siendo la sacarosa el principal 

fotosintato suministrado (Oldroyd et al. 2011; Ferguson et al. 2019; Concha and Doerner 2020). 

La simbiosis y la FBN no solo potencian la disponibilidad de nitrógeno para la planta, sino que 

también estimulan la fijación de carbono mediante liberación de restricciones de la fotosíntesis. Esto 

sucede debido a que los bacteroides tienen una alta tasa de consumo de carbohidratos, lo que aumenta 

la fuerza de fosa de carbono en la raíz, removiendo así limitantes de fosas tanto en raíces como en hojas. 

De esta manera, se produce un aumento de la fotosíntesis y un desarrollo potenciado de ambos órganos 

(Concha and Doerner 2020). Por ejemplo, Kaschuk et al. (2012) reportan que en soja la simbiosis aumentó 

la fotosíntesis hasta en un 31% debido a un aumento de la fuerza de fosa de carbono. Esto significa que 

la FBN puede estimular tanto el crecimiento como la fotosíntesis de la planta (Kaschuk et al. 2010; Concha 

and Doerner 2020). 

1.4 Déficit Hídrico: percepción y respuestas de las plantas 

Las plantas, como organismos sésiles que son, deben lidiar con los constantes cambios 

ambientales que usualmente se tornan estímulos estresantes para el crecimiento y desarrollo (Zhu 2002, 

2016a). El déficit hídrico es un tipo de estrés abiótico y una de las principales causas que limita el 

rendimiento de los cultivos agrícolas mundialmente (Pareek et al. 2010; Zhu 2016; Moloi and Ngara 2023). 

Algunos de los principales impactos de la sequía relacionados al rendimiento son alteraciones en estadios 

fenológicos, arquitectura radicular, producción de semilla, biomasa, índice de cosecha y tasa de 

germinación (Sánchez-Bermúdez et al. 2022).   

Las plantas están sometidas a déficit hídrico cuando las lluvias disminuyen durante la temporada 

de crecimiento y cuando la tasa de transpiración excede la capacidad de absorción de agua por las raíces 

debido a condiciones de sequía (Moloi and Ngara 2023). Cómo las plantas sensan los estímulos 

estresantes y cómo se adaptan a condiciones ambientales son preguntas biológicas fundamentales (Zhu 

2002, 2016; Pareek et al. 2010). En el caso de la sequía es conveniente distinguir entre efectos de estrés 

primarios y secundarios. El efecto primario causado por la sequía es la aparición de estrés hiperosmótico, 

el cual es referido simplemente como estrés osmótico ya que condiciones hipoosmóticas generalmente 

no resultan un problema significante para las células vegetales (Zhu 2016). Los efectos secundarios de 

estrés por sequía son complejos e involucran daños causados por estrés oxidativo como disrupción de la 
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estructura y función celular, incluyendo integridad de membrana, fotosíntesis, respiración y procesos de 

crecimiento (Zhu 2002, 2016; Moloi and Ngara 2023). Aunque algunas respuestas celulares se derivan de 

efectos de estrés primarios, otras surgen principalmente de efectos secundarios (Zhu 2016). El grado de 

estos efectos depende de la duración y severidad de la restricción hídrica, especie de planta, genotipo y/o 

estadio de desarrollo (Moloi and Ngara 2023).  

Las plantas han desarrollado diversos mecanismos para mantener el crecimiento, estructura y 

función celular ante un estímulo ambiental estresante prevaleciente (Osakabe et al. 2014; Moloi and 

Ngara 2023). Para mitigar los efectos adversos de la sequía sobre las células, las plantas acumulan 

proteínas y metabolitos y activan una variedad de genes relacionados a estrés mediante cambios en el 

metabolismo celular y regulación de la expresión génica (Shao et al. 2009; Moloi and Ngara 2023). 

Una de las respuestas más tempranas a la sequía es la acumulación de la fitohormona ácido 

abscísico (ABA) provocada por los efectos hiperosmóticos (Pareek et al. 2010; Zhu 2016; Moloi and Ngara 

2023). El ABA es sintetizado principalmente en las raíces e induce la activación de varias respuestas 

adaptativas en plantas como por ejemplo la disminución de la apertura estomática (Pareek et al. 2010; 

Zhu 2016). En este sentido, las raíces pueden ser consideradas como sensores primarios del déficit hídrico 

ya que están en contacto directo con el suelo (Sánchez-Bermúdez et al. 2022). Asimismo, algunos de los 

cambios moleculares sucedidos en respuesta a estrés pueden estar mediados por vías dependiente de 

ABA mientras que otros son mediados por vías independientes de ABA (Yoshida et al. 2014; Moloi and 

Ngara 2023). En ambos casos se ven alteradas las vías de señalización, la regulación génica y funciones de 

protección de la célula vegetal (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki 2006; Moloi and Ngara 2023). 

Aparte del ABA, otras fitohormonas como el ácido jasmónico, ácido salicílico, etileno, auxinas, 

giberelinas, citoquininas, brasinosteroides y moléculas peptídicas pequeñas también participan en las 

respuestas de la planta a sequía mediante complejas interacciones de sus vías de señalización (Pareek et 

al. 2010; Jogawat et al. 2021; Sánchez-Bermúdez et al. 2022; Moloi and Ngara 2023). Algunas de estas 

fitohormonas, como por ejemplo ABA, auxinas y etileno se acumulan en respuesta a déficit hídrico para 

facilitar, por ejemplo, el ajuste osmótico o la captura de especies oxidantes (Moloi and Ngara 2023). A su 

vez, la interacción entre fitohormonas puede tener efectos negativos o positivos en las hormonas 

interactuantes y por ende en alivianar los efectos producidos por el déficit hídrico (Jogawat et al. 2021; 

Moloi and Ngara 2023). Además, la biosíntesis, catabolismo y transporte de fitohormonas, y la conversión 

entre formas activas e inactivas, y almacenamiento pueden influenciar cómo la planta reprograma el 

metabolismo celular para maximizar la supervivencia ante condiciones ambientales desfavorables (Pareek 

et al. 2010; Moloi and Ngara 2023).  

La acumulación de metabolitos osmoprotectores, productos del metabolismo secundario, para 

evitar pérdida de agua celular es otro cambio metabólico común en el déficit hídrico. Dentro de los 

osmoprotectores más comunes se encuentran la prolina, azúcares, ácido málico y otros compuestos como 

poliaminas (Pareek et al. 2010; Sánchez-Bermúdez et al. 2022; Ali et al. 2022). Por otro lado, bajo estrés 

abiótico se acumulan especies oxidantes producidas en el metabolismo celular que pueden actuar como 

mensajeros secundarios en las respuestas a estrés. Sin embargo, la acumulación de ellas puede resultar 

perjudicial para la célula causando daños en ADN, carbohidratos y proteínas (Foyer et al. 2016; Sánchez-

Bermúdez et al. 2022). Las células vegetales contienen compuestos antioxidantes y enzimas para prevenir 

excesivas acumulaciones de especies oxidantes y así balancear las respuestas a estrés oxidativo. Algunos 
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de estos compuestos incluyen carotenoides, ascorbato, glutatión, y enzimas como la catalasa, la 

superóxido dismutasa y la ascorbato peroxidasa (Desikan 2003; Sánchez-Bermúdez et al. 2022). 

1.5 Efectos de la Interacción de las Condiciones de Nodulación y Déficit Hídrico  

En el caso de la simbiosis rizobio-leguminosa hay estudios realizados en distintas especies 

(Medicago sativa –alfalfa–, M. truncatula, Phaseolus vulgaris –poroto–, Pisum sativum –arveja–, Lotus 

corniculatus, entre otras) que sugieren que la condición de nodulación de una planta puede afectar sus 

estrategias de respuesta al déficit (Antolín et al. 1995; Lodeiro et al. 2000; Staudinger et al. 2016; Wang 

et al. 2016; Turetschek et al. 2020; Liu et al. 2022; Álvarez-Aragón et al. 2023; Lumactud et al. 2023). Por 

ejemplo, en alfalfa, Antolín et al. (1995)encontraron que la nodulación provocó una acumulación de 

osmolitos que se tradujo en plantas con mayor tolerancia a la sequía y una tasa fotosintética mayor 

durante el período de déficit hídrico en comparación con plantas no noduladas. Asimismo, la simbiosis 

con rizobios mejoró la tolerancia a estrés en alfalfa mediante aumento de la actividad de enzimas 

antioxidantes (Wang et al. 2016). Por otro lado, la mejora de la tolerancia a sequía en leguminosas 

nodulada podría estar dada por rizobios osmotolerantes y no por los cambios metabólicos producidos en 

la planta debido a la interacción simbiótica per se (Mhadhbi et al. 2011; Kunert et al. 2016; Rong Li et al. 

2020). Por ejemplo, en P. vulgaris, la nodulación con una cepa de rizobios altamente tolerante a los 

efectos osmóticos aumentó la tolerancia al déficit hídrico en comparación con nodulaciones con cepas de 

menor tolerancia mediante la inducción de nódulos con un metabolismo del nitrógeno más eficiente y 

una disminución de la sobreproducción de especies oxidantes (Mhadhbi et al. 2011). A su vez, con dicha 

cepa, la estructura y función del nódulo se mantuvo más estables, principalmente gracias a modular los 

niveles de leghemoglobinas (Mhadhbi et al. 2011). 

Si bien existe bibliografía que reporta cambios moleculares a nivel de raíz en plantas noduladas 

(Larrainzar et al. 2015; Yuan et al. 2016; Sakamoto et al. 2019), a nivel de nódulos (Lee et al. 2004; Manthey 

et al. 2004; Kant et al. 2016) y de nódulos bajo condiciones de sequía (Clement et al. 2008; Cilliers et al. 

2018; Sańko-Sawczenko et al. 2019; da Silva et al. 2024), existe escasa, pero reciente, bibliografía que 

ahonde en los mecanismos moleculares responsables de la alteración de la respuesta a sequía de una 

planta nodulada respecto a una no nodulada. En este sentido, Álvarez-Aragón et al. (2023) encuentran, 

en arveja y poroto, genes diferencialmente expresados que son exclusivos en las respuestas al déficit 

hídrico de plantas noduladas. Dentro de ellos se encuentran genes vinculados a: metabolismo de 

compuestos fenólicos, como metilesterasas (MES1, MES3 y MES10), la glucosiltransferasa UGT74F1 y una 

oxigenasa tipo DMR6 (DLO1); procesos de desintoxicación, como tiorredoxinas y peroxidasas; procesos 

osmóticos, como el gen STP13; y a la biosíntesis de homoserina, como la aspartoquinasa AK2 y la 

deshidrogenasa AKHSDH2 (Álvarez-Aragón et al. 2023). Por su parte, Sainz et al. (2024a) en soja, 

encuentran que genes vinculados al metabolismo del nitrato (por ej., transportadores de nitrato y enzimas 

que median su reducción), procesos de desintoxicación (por ej., nitrato reductasas como INR2 y NR) y 

procesos de óxido-reducción (por ej., amino-oxidasas, deshidrogenasas y tiorredoxinas) son regulados 

preferencialmente en plantas noduladas sometidas a déficit hídrico. Ambas investigaciones destacan la 

importancia de los factores de transcripción en la regulación de dichas respuestas (Álvarez-Aragón et al. 

2023; Sainz et al. 2024a). 
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1.6 Estructura Genómica de la Soja 

El genoma de soja tiene un tamaño de 1,1 gigabases (Gb), siendo el genoma de mayor tamaño 

secuenciado completamente en plantas, el cual fue obtenido mediante secuenciación del genotipo 

Williams 82 y que actualmente es utilizado como referencia (Schmutz et al. 2010). El genoma se organiza 

en 20 cromosomas conteniendo un total de 59148 genes, de los cuales aproximadamente el 80% 

codificaría para proteínas, un 8% serían pseudogenes, un 7% no codificantes y 5% ARNs pequeños 

(Schmutz et al. 2010; Sayers et al. 2022). Sin embargo, únicamente el 10% de ellos se encuentran validados 

experimentalmente, el restante 90% surge de predicciones computacionales sustentadas en homología 

de secuencias y anotaciones genómicas (Sayers et al. 2022).  A su vez, el 25% de los genes se encuentra 

anotado como “no caracterizado”, es decir que no tiene una descripción del tipo de producto que genera. 

La cantidad de transcriptos y proteínas, contemplando isoformas, es de aproximadamente 88000 y 74000, 

respectivamente (Sayers et al. 2022).  

La soja está enriquecida en familias génicas de genes que contienen dominios de sitios de unión 

a nucleótidos (NB-ARC) y dominios de repetidos enriquecidos en leucina (LRR), ambos asociados con el 

sistema inmune de la planta (Schmutz et al. 2010). Asimismo, genes con dominios responsivos a auxinas, 

F-box, citocromo P450, quinasas, nodulina Nod19 y AP2, son dominios comunes en los genes de la especie 

(Schmutz et al. 2010). 

Una característica resaltante de este genoma es que casi el 60% de las secuencias génicas se 

encuentran en regiones centroméricas (Schmutz et al. 2010). Se han identificado casi 40000 elementos 

repetidos en el genoma, que en conjunto con elementos truncados y otros fragmentos conforman 

aproximadamente el 60% del genoma. A su vez, aproximadamente el 42% del genoma de soja está 

conformado por retrotransposones con repetidos terminales largos. Por otro lado, respecto a las 

duplicaciones génicas, se sabe que en promedio más del 60% de los genes duplicados se encuentran en 

bloques que involucran dos cromosomas. Excepciones a ello son los genes duplicados ubicados en el 

cromosoma 14, que se encuentran distribuidos en 14 cromosomas restantes, y los ubicados en el 

cromosoma 20, que son altamente homólogos a los del cromosoma 10 (Schmutz et al. 2010). Con respecto 

a factores de transcripción, 3747 loci que codifican para 6150 factores de transcripción están identificados 

y clasificados en 57 familias, siendo las familias bHLH, MYB y bZIP las de mayor representación con 548, 

430 y 352 factores de transcripción, respectivamente (Jin et al. 2017). La distribución genómica de los 

factores es relativamente homogénea a lo largo de cada cromosoma, presentando una abundancia 

relativa de entre 8 y 10% de genes codificantes para factores de transcripción en cada cromosoma 

(Schmutz et al. 2010). 

1.7 Regulación de la Expresión Génica 

La expresión génica en eucariotas es influenciada por una amplia variedad de mecanismos y 

estímulos (Brown 1981; Pareek et al. 2010).  La regulación la expresión génica se da mayormente a tres 

niveles: a nivel de la cromatina, a nivel transcripcional y a nivel postranscripcional. A su vez, la regulación 

postranscripcional puede suceder a dos niveles: a nivel traduccional y a nivel postraduccional (Figura 3).  
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Figura 3 Etapas típicas de la regulación de la expresión génica. Las tasas de transcripción y decaimiento del ARNm 
determinan los niveles de transcriptos estables. Los niveles de transcriptos junto con la tasa de traducción 
determinan la cantidad de proteína producida. La transcripción es controlada mediante proteínas de unión al ADN, 
por ejemplo, factores de transcripción. La regulación postranscripcional, como el decaimiento de ARNm, y la 
traducción están reguladas por proteínas de unión al ARN que forman complejos ribonucleoproteicos en conjunto 
con los transcriptos. Existen otras formas de regulación postranscripcional como el procesamiento, exportación y 
localización del ARNm, así como también existen niveles de regulación postraduccional como modificaciones y 
degradación de proteína. AAAA: cola poli-A. Adaptado de (Mata et al. 2005). 

1.7.1 Factores de Transcripción: importancia en las respuestas de la planta 

Las estrategias de respuesta diferenciales —dependientes de la condición de nodulación— a la 

falta de agua pueden ser explicadas por cambios en la regulación de la expresión génica. Los factores de 

transcripción (FT) juegan un rol relevante en este sentido, ya que las respuestas de tolerancia al déficit 

hídrico de las plantas son reguladas por numerosos genes que codifican proteínas con roles metabólicos 

o regulatorios, y entre este segundo grupo se encuentran los FT (Pareek et al. 2010a; Wani et al. 2013). 
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El déficit hídrico induce una reprogramación global de la expresión génica para ajustar el 

desarrollo ante la nueva situación ambiental. Dicha reprogramación involucra cambios en los diferentes 

niveles de la regulación de la expresión, como por ejemplo cambios en la transcripción de genes (Pareek 

et al. 2010; Sánchez-Bermúdez et al. 2022), en los cuales los FTs tienen especial relevancia (Pareek et al. 

2010). La regulación mediada por la interacción de FTs con sus genes blanco activa (aunque raramente 

inhibe) la transcripción mediante la unión de los FTs en secuencias específicas de ADN denominadas 

elementos cis (Figura 3) (Imagawa 1996). Los elementos cis son secuencias cortas de ADN ubicadas en la 

región reguladora de los genes, que en conjunto con los FT y otras moléculas interactoras conforman el 

complejo de iniciación de la transcripción (Imagawa 1996; Singh 1998). De esta manera, mediante efectos 

combinados del empaquetamiento cromatínico y de la acción de los FT, la transcripción es controlada 

limitando la cantidad de ARNm que es producido por un gen en particular (Singh 1998; Jacquier 2009; 

Pareek et al. 2010; Joshi et al. 2016). 

  La percepción del estrés por las plantas involucra en primer lugar la acción de sensores o 

receptores de membrana. Posteriormente se inician vías de transducción de señales mediadas por 

mensajeros secundarios que derivan en la activación o represión de FT. Los FT a continuación regulan la 

expresión de sus genes blanco interactuando con elementos cis específicos en sus regiones promotoras 

(Joshi et al. 2016). Además, los FT interaccionan entre sí (o con otras proteínas) previo a la unión a 

promotores de los genes blancos, resaltando la relevancia de los complejos de transcripción multiméricos 

en la capacidad de las plantas para integrar y responder a múltiples estímulos ambientales (Ratcliffe and 

Riechmann 2002). 

Miembros de las familias de FT MYB y DREB son inducidos en diversos tipos de estrés abióticos 

como frío o sequía en varios cultivos (Shen et al. 2003; Vannini et al. 2007; Chen et al. 2009). La familia 

NAC tiene un rol importante en las respuestas a frío, salinidad, sequía y deshidratación en trigo y arroz 

(Fujita et al. 2004; Nakashima et al. 2007). La familia ERF participa en respuestas a salinidad, frío y sequía 

en arroz, tabaco y soja (Guo and Ecker 2004; Cao et al. 2006; Zhang et al. 2009). La familia WRKY está 

involucrada en respuestas a estrés térmico y sequía en arroz (QIU and YU 2009; Peng et al. 2011). Por su 

parte, factores heat shock (HSF) son FT cruciales que están involucrados en numerosos tipos de estrés 

abiótico, regulando la expresión de varias proteínas heat shock que funcionan como chaperonas 

moleculares protegiendo y estabilizando proteínas esenciales (Atkinson and Urwin 2012). 

Particularmente, se ha encontrado que dentro de los FT que predominan en las respuestas de plantas 

noduladas frente a déficit hídrico se encuentran aquellos pertenecientes a las familias MYB, bHLH, NAC, 

C2H2, AP2/ERF, WRKY, HSF y GATA (Álvarez-Aragón et al. 2023; Sainz et al. 2024a). 

1.7.2 Regulación Génica Postranscripcional 

La regulación de la expresión génica a nivel postranscripcional incluye mecanismos como splicing 

de ARN, edición de ARNm o modificaciones químicas del mismo que determinan la identidad y actividad 

de los productos proteicos (Figura 3). Mientras que otros mecanismos controlan los niveles de proteína 

mediante la regulación de la exportación de ARNm a citoplasma, y de la estabilidad y traducción de ARNm 

(Larsson et al. 2013). La regulación a nivel traduccional puede lograrse en sus tres etapas: iniciación, 

elongación y terminación, siendo el control a nivel de la iniciación el más frecuente.  

La iniciación de la traducción en la mayoría de eucariotas depende de la presencia de una 

secuencia nucleotídica denominada 5’-CAP e involucra el escaneo de la región 5’-UTR en la búsqueda de 
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un codón de inicio por parte de los ribosomas. Por lo tanto, este mecanismo es denominado CAP-

dependiente. Por otra parte, existe un mecanismo CAP-independiente, en el cual algunos ARNm 

contienen secuencias nucleotídicas complejas, denominadas sitios internos de entrada ribosomal (IRES: 

Internal Ribosomal Entry Sites), en donde el ribosoma se une y da comienzo a la iniciación de la traducción. 

Los IRES actúan como potenciadores de la traducción en respuesta a estímulos específicos y bajo control 

de diferentes FT. Es así que, el control traduccional CAP-independiente puede haber evolucionado para 

regular las respuestas celulares en condiciones de estrés transitorias que de otra manera podrían ser 

fatales para la célula (Jackson et al. 2010; Solodushko and Fouty 2023). 

La vía de decaimiento de ARNm sin sentido (NMD: nonsense-mediated mRNA decay) es otro 

ejemplo de un mecanismo que regula la expresión génica a nivel postranscripcional. Sinópticamente, la 

vía NMD es un mecanismo de control de calidad co-traduccional que reconoce y elimina ARNm que 

contienen codones stop prematuros, evitando la producción de productos proteicos truncados no 

funcionales y/o aberrantes (Figura 3) (Luha et al. 2024). La respuesta génica mediada por NMD tiene por 

objeto mantener la homeostasis celular y disparar respuestas ante situaciones de estrés ambientales o 

internas (Raxwal and Riha 2023; Luha et al. 2024). Estudios recientes han demostrado el potencial rol de 

la vía NMD en la adaptación de plantas ante situaciones estresantes (Jeong et al. 2011; Sureshkumar et 

al. 2016; Shi et al. 2019; Raxwal and Riha 2023; Luha et al. 2024). 

Está bien establecido que, una vez percibidas y transmitidas las señales de estrés, la expresión de 

una multitud de genes es alterada, conllevando una adaptación de las células vegetales a la situación de 

estrés (Pareek et al. 2010). De esta manera, los genes son transcriptos diferencialmente y los ARN 

producidos son utilizados de diversas formas (Brown 1981; Pareek et al. 2010). Debido a que la 

transcripción es el primer paso en el inicio de la expresión génica, y a que la mayoría de los genes son 

regulados a nivel transcripcional, muchos estudios han concentrado sus análisis en la regulación 

transcripcional (Imagawa 1996). Diversos autores han observado variaciones en las abundancias de ARNm 

en plantas sometidas a déficit hídrico (Zhu 2002; Clement et al. 2008; Gong et al. 2010; Betti et al. 2012). 

Sin embargo, se ha demostrado que las diferentes formas de regulación postranscripcional contribuyen a 

una falta de correlación entre los niveles de transcripto y proteína (Kawaguchi et al. 2004; Vogel and 

Marcotte 2012; Larsson et al. 2013), donde en la mayoría de los casos el producto funcional de la 

expresión génica es justamente la proteína, y que además no existe dependencia entre los cambios a nivel 

del transcriptoma y los cambios que suceden a nivel de los ARNm que están siendo activamente 

traducidos (traductoma) (Tebaldi et al. 2012). 

Por lo anterior, estudiar la regulación traduccional mediante el análisis del traductoma permite 

una medición más precisa y completa de la expresión génica en comparación con lo que se obtiene cuando 

únicamente se analizan los niveles de ARNm total, es decir, el transcriptoma (Wang et al. 2013; Ingolia 

2014; Lukoszek et al. 2016). Asimismo, hay pocos estudios que analicen traductomas en leguminosas que 

se encuentran en interacción simbiótica con rizobios o no (Reynoso et al. 2013; Coate et al. 2014; 

Traubenik et al. 2020). Por ejemplo, un estudio que conllevó análisis transcriptómico y traductómico en 

soja, reveló la importancia de los sistemas tiorredoxina y glutarredoxina en las respuestas de la planta al 

déficit hídrico, y a que su vez dichos sistemas se encontraban regulados a nivel traduccional (Sainz et al. 

2024a). 

Debido a que los ARNm que presentan una mayor actividad traduccional están asociados con más 

ribosomas, las técnicas de análisis de traducción del ARNm están enfocadas en determinar el grado de 
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asociación de cada ARNm con polisomas (grupo de ribosomas unidos a una sola molécula de ARNm) y 

estimar el nivel de traducción (Larsson et al. 2013; Ingolia 2014; Sainz et al. 2024b). En este sentido, las 

técnicas de polysome profiling sequencing (Poly-seq) y ribosome profiling o ribosome footprint (Ribo-seq) 

son las dos técnicas principales actuales para el análisis de la traducción (Sainz et al. 2024b). Ambas 

técnicas tienen en común que se miden cambios en los niveles de ARNm para estudiar la relación entre 

transcripción y traducción bajo diferentes condiciones y para distinguir genes sujetos a control traducción 

y/o traduccional (Sainz et al. 2024b). La diferencia más relevante entre ambas es que Poly-seq utiliza ARN 

polisómico para la secuenciación, mientras que Ribo-seq está restringido a la secuenciación de fragmentos 

de ARN protegidos por los ribosomas (Sainz et al. 2024b).  

La técnica de Ribo-seq se basa en que cuando un ribosoma se encuentra leyendo a un ARNm para 

producir proteína, cubre una región de aproximadamente 30 nucleótidos del mensajero, por lo que dicha 

región está protegida de la acción de nucleasas, lo que permite retener esa región cuando se extrae el 

ARNm y se lo somete a una digestión. La metodología descrita por Ingolia (2014) utiliza secuenciación 

profunda de los fragmentos de ARNm protegidos por ribosomas para determinar la posición de los 

ribosomas en las secuencias de ARNm a una resolución de codón (Sainz et al. 2024b). Con respecto a la 

utilización de esta técnica en plantas de soja, se ha logrado obtener huellas ribosomales, pero sin 

conseguir concentraciones suficientes para continuar con la etapa de secuenciación (Zardo 2021). Por 

otro lado, si bien Poly-seq es un abordaje que requiere una labor intensiva, se trata de un método simple 

y robusto que utiliza una ultracentrifugación para separar ARNm que están siendo traducidos activamente 

y determinar la identidad y abundancia de los transcriptos mediante una secuenciación profunda (Sainz 

et al. 2024b). Con respecto a esta técnica, se encuentran solo dos referencias que la utilice para analizar 

la expresión génica en plantas de soja (Sainz et al. 2022a, 2024a). 

1.8 Herramientas de Evaluación de la Expresión Génica 

La secuenciación de los genomas y los avances tecnológicos han permitido ampliar de manera 

significativa el conocimiento de los diversos procesos que intervienen en la regulación de la expresión 

génica en plantas (Pareek et al. 2010; Jores et al. 2023). Particularmente, la secuenciación del ARNm es 

una técnica relativamente reciente que permite, en conjunto con técnicas bioinformáticas, identificar y 

determinar la abundancia de transcriptos (Wang et al. 2009; Krishnamurthy et al. 2018; Denyer et al. 2019; 

Shulse et al. 2019), y por ende, analizar tanto transcriptomas como traductomas (Jacquier 2009). 

La secuenciación del ARNm se realiza mediante técnicas de secuenciación de próxima generación 

(NGS: Next-Generation Sequencing) las cuales refieren a técnicas de alto rendimiento y profundidad de 

secuenciación del material genético (Kulski 2016). Sucintamente, la secuenciación mediante la plataforma 

Illumina sigue el siguiente flujo de trabajo experimental. En primer lugar, se extrae el ARN total a partir 

de las muestras, al que posteriormente se le realizan controles de cantidad y calidad necesarios para la 

construcción de librerías, estos son: una cantidad de ARNm mayor o igual a 1 µg y un RIN (RNA Integrity 

Number) mayor o igual a 7 que indica una buena integridad de la molécula. En segundo lugar, se selecciona 

el ARNm mediante el uso de kits de depleción de ARN ribosomal (ARNr) mediada por digestión enzimática 

y métodos de captura del ARNm utilizando oligonucleótidos que interaccionan con las colas poli-A de los 

ARNm (Kulski 2016). En tercer lugar, se transforma el ARNm en secuencias de ADN complementario 

(ADNc), el cual es fragmentado aleatoriamente y dichos fragmentos se ligan con adaptadores en los 

extremos 5’ y 3’ (Figura 4). En cuarto lugar, los fragmentos son amplificados mediante PCR y se someten 

a controles de calidad y cantidad. En este punto, la librería de secuenciación está pronta para ser 
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secuenciada. Posteriormente, la librería es cargada en el equipo de secuenciación en una flow cell, 

típicamente una placa de vidrio, en donde los fragmentos son capturados en una superficie que contiene 

oligonucleótidos complementarios a los adaptadores, permitiendo el anclaje de los fragmentos. Cada 

fragmento es amplificado en distintos cluster clonales mediante amplificación por puente. Dicha 

amplificación sucede gracias a que los oligos de la superficie de la flow cell contienen primers que están 

adheridos mediante un linker flexible. De esta forma, en cada ciclo de amplificación, el extremo del 

fragmento que se extiende hacia fuera de la flow cell se hibrida con su complementario ubicado en la 

superficie formando una estructura de puente (Figura 4) (Shendure and Ji 2008). 

 

Figura 4 Esquema de la metodología de secuenciación masiva. cDNA: ADN complementario. En secuenciación 
ciclada: superficie representa la superficie de oligonucleótidos de la flow cell que permiten la adhesión de los 
fragmentos de cDNA mediante adaptadores específicos. Adaptado de (Shendure and Ji 2008). 

Finalmente, se procede con la secuenciación por síntesis, en la cual se detecta cada base 

nucleotídica incorporada en las hebras de ADN molde. Esto se logra gracias a una secuenciación cíclica 

donde cada ciclo consiste de una extensión de una única base nucleotídica utilizando una polimerasa 

modificada y una mezcla de los cuatro nucleótidos necesarios. Dichos nucleótidos presentan en el 

extremo terminal 3’ un fluoróforo diferente cada uno, lo que permite determinar qué nucleótido fue 

adicionado en cada posición en cada cluster clonal (Figura 4) (Shendure and Ji 2008). A su vez, el cluster 

tiene el cometido de amplificar la señal para que pueda ser detectada por el equipo mediante 

fluorescencia en cuatro canales (uno para cada fluoróforo), y ya que cada cluster proviene de un único 
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fragmento, se logra la secuenciación e identificación de los mismos (Figura 4) (Shendure and Ji 2008; Kulski 

2016). El resultado de la secuenciación son archivos fastq para cada muestra que contienen la información 

de las lecturas (reads) de los fragmentos nucleotídicos junto con un score de calidad para cada base 

secuenciada (Kulski 2016; Costa-Silva et al. 2017). 

Una vez obtenidos los archivos fastq es necesario realizar un chequeo de calidad de los mismos 

que permite analizar la calidad de la secuenciación. En este control se identifican reads, o partes de ellos, 

con baja calidad de secuenciación, presencia de adaptadores, tamaño de reads y sesgos de secuenciación 

(Zhou et al. 2018).  Por ejemplo, un valor de score menor a 20 se considera de baja calidad, valores entre 

20 y 28 son de calidad media y valores superiores a 28 son considerados de buena calidad (Sheng et al. 

2016; Zhou et al. 2018). En caso de que los adaptadores hayan sido secuenciados, deben removerse del 

archivo fastq, lo que se logra gracias a que las secuencias de los mismos son únicas y no se existen en la 

naturaleza génica. Por otro lado, los sesgos de secuenciación pueden incluir anomalías en el contenido de 

guanina y citosina (GC), alta duplicación de secuencias y/o secuencias sobrerrepresentadas, lo que 

alteraría los posteriores análisis (Sheng et al. 2016). 

A partir de los reads procesados se estima la abundancia de transcriptos presentes en cada 

muestra. Estimar dicha abundancia es una tarea fundamental en genómica, pues aporta información 

sustancial, por ejemplo, en la clasificación y seguimiento de enfermedades y sus subtipos o en el 

entendimiento de cambios en la expresión durante el desarrollo y frente a estímulos (Patro et al. 2017). 

Los algoritmos de cuantificación utilizan alineamientos de los reads contra genomas o transcriptomas de 

referencia (Patro et al. 2017). Cuando se mapea contra genoma las secuencias de referencia son más 

grandes debido a la presencia de otras regiones génicas más allá de la codificante, como por ejemplo 

intrones, permitiendo que reads que provengan de regiones que no sean codificantes o que no estén 

anotadas, puedan ir a sus verdaderas locaciones. En cambio, cuando se mapea contra transcriptoma, se 

fuerza, de alguna manera, a que el tipo de reads mencionado anteriormente mapeen contra el 

transcriptoma. Debido a esto, se utilizan métodos de mapeo contra transcriptoma que consideren 

secuencias decoy, es decir, secuencias genómicas con alta similaridad con secuencias transcriptómicas 

(Srivastava et al. 2020). 

La estimación de la expresión se realiza usualmente con el objetivo de realizar análisis de 

expresión diferencial, y por ejemplo, entender cambios en los patrones de expresión génica durante el 

desarrollo, o alteraciones del programa genético en respuesta a diferentes estímulos (Patro et al. 2014; 

Srivastava et al. 2020). Es así que, realizar una cuantificación precisa y eficiente de la abundancia de 

transcriptos es una tarea fundamental en genómica. Existen diferentes algoritmos de cuantificación, como 

por ejemplo, Sailfish (Patro et al. 2014), kallisto (Bray et al. 2016) o Salmon (Patro et al. 2017). Sailfish 

realiza la cuantificación en dos fases: indexación y cuantificación. En la indexación, los transcriptos de 

referencia son fragmentados en k-meros (porciones del transcripto con un largo específico definido por 

el algoritmo), lo que reduce costos computacionales y aumenta la velocidad evitando realizar un mapeo 

contra transcriptos completos. Este proceso de indexación es posteriormente denominado cuasi-mapeo 

en la herramienta Salmon (Patro et al. 2017). En la fase de cuantificación se utilizan los reads y la 

indexación generada para estimar la abundancia de cada transcripto (Patro et al. 2014). Por su parte, 

kallisto también utiliza el algoritmo de k-meros pero mejora la precisión utilizando un proceso 

denominado pseudoalineamiento enfocándose en identificar a partir de qué transcriptos potenciales se 

pudo haber originado un read y no determinar exactamente cómo los reads se alinean con los transcriptos 

de referencia (Bray et al. 2016). Esto reduce la velocidad dos órdenes de magnitud en comparación con 
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Sailfish, manteniendo la precisión de la cuantificación (Bray et al. 2016). En el caso de Salmon, el algoritmo 

consiste de tres componentes: un modelo de cuasi-mapeo (o alineamiento si se prefiere), una fase de 

estimación inicial de los niveles de expresión y una fase de refinamiento de dicha estimación. La ventaja 

que tiene Salmon sobre Sailfish y kallisto es que corrige sesgos a nivel de muestras vinculados a contenido 

de GC en fragmentos específicos de secuencias, lo que aumenta la precisión de la estimación (Patro et al. 

2017). Esta corrección la hace utilizando la distribución observada de fragmentos secuenciados para cada 

posible valor de contenido de GC y la incorpora en los modelos estadísticos utilizados para la 

cuantificación (Patro et al. 2017). El resultado de Salmon es una matriz de conteos que contiene la 

cantidad de transcriptos estimados por gen y que puede ser usada como insumo en otros análisis 

bioinformáticos. 

1.8.1 Análisis de Redes de Co-expresión Génica Ponderadas (WGCNA) 

El análisis de redes de co-expresión génica ponderadas (o Weighted Gene Coexpression Network 

Analysis [WGCNA]) es un método bioinformático utilizado para describir patrones de correlación entre la 

expresión de diferentes genes. El WGCNA puede ser usado para encontrar módulos de genes altamente 

correlacionados, relacionar módulos entre ellos y relacionar módulos con traits, donde como trait pueden 

utilizarse tanto características fenotípicas cuantitativas como condiciones o tratamientos experimentales. 

En este último caso se estarían identificando módulos que asocian en mayor medida con un tratamiento 

específico (Zhang and Horvath 2005; Langfelder and Horvath 2008). Como insumo de entrada se utiliza 

una matriz de expresión, la cual contiene la cantidad de transcriptos estimados por gen normalizados en 

función del tamaño de librerías.  

La construcción de la red es conceptualmente directa: los nodos representan genes y los nodos 

están conectados si los correspondientes genes están significativamente co-expresados a lo largo de las 

muestras en estudio (Zhang and Horvath 2005). De esta manera, cada gen presenta un patrón de 

expresión a lo largo de las muestras utilizadas, el cual es utilizado en conjunto con una medida de 

correlación para determinar si un par de genes se encuentran co-expresados. A su vez, se generan 

módulos de co-expresión, los cuales representan clusters de genes altamente interconectados, definiendo 

un umbral de correlación para establecer si la co-expresión es significativa o no. Como medida de co-

expresión se puede utilizar el valor absoluto de la correlación entre patrones de expresión génica elevado 

a un valor de potencia y se denomina adyacencia. Determinar el valor de potencia resulta crucial en el 

análisis pues tiene que ser uno que satisfaga el criterio de topología libre de escala, que determina que 

las propiedades de la red son invariantes con respecto a cambios de escala (Zhang and Horvath 2005; 

Langfelder and Horvath 2008). El WGCNA implementa un algoritmo interno para elegir el valor más 

adecuado, definiéndolo como aquel que produzca un R2 igual o superior a 0,80 en un modelo lineal del 

logaritmo de la probabilidad de conectividad en función de la conectividad. 

 Detectar genes significativamente co-expresados mediante WGCNA facilita la identificación de 

genes candidatos en las respuestas a tratamientos o estímulos específicos pues permite correlacionar 

módulos con traits y reducir la complejidad justamente mediante el agrupamiento de genes (Zhang and 

Horvath 2005; Langfelder and Horvath 2008). Esta característica se potencia gracias a poder identificar 

genes hub dentro de cada módulo, los que dadas las propiedades de las redes son genes con alta 

conectividad y por ende participación clave en el módulo (Zhang and Horvath 2005). Diversos autores han 

explotado estos beneficios para identificar genes claves en las respuestas a déficit hídrico como proteínas 
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de ubiquitinación en Boea hygrometrica (Lin et al. 2019), el factor de transcripción ERF053 en Medicago 

falcata (Li et al. 2022) y factores de transcripción en Ipomoea batatas (boniato) (Zong et al. 2023), en 

Helianthus annuus (girasol) (Wu et al. 2022)y en Saccharum officinarum (caña de azúcar) (Tang et al. 

2023). En el caso de la soja, el WGCNA ha sido utilizado, por ejemplo, para identificar genes involucrados 

en el contenido de aceites y de flavonas en semillas (Azam et al. 2023; Zhao et al. 2024), en las respuestas 

de infecciones virales (Niu et al. 2024) y en respuestas a déficit hídrico (Shahriari et al. 2022; Li et al. 2022). 

1.8.2 Análisis de Expresión Diferencial de Genes 

El abordaje más común dentro del análisis comparativo de datos de RNA-seq es testear si la 

hipótesis nula de que el fold change logarítmico en base 2 (LFC) entre la expresión de un gen en situaciones 

control versus tratamientos es exactamente cero, es decir evaluar si el gen es afectado de alguna manera 

por los tratamientos (Love et al. 2014). El LFC es una medida de cambio en la expresión génica entre 

condiciones, en el cual un valor de 1 indica que la expresión génica aumentó el doble en la condición 

evaluada frente a la condición control. Con respecto a las herramientas bioinformáticas de análisis de la 

expresión diferencial, algunas tienen como base modelos no paramétricos, por ejemplo, NOIseq y 

SAMseq, y otras adoptan modelos binomiales negativos como base del análisis, tales son edgeR, baySeq 

o DESeq2 (Costa-Silva et al. 2017). La ventaja de usar modelos paramétricos es que se captura toda la 

información dentro de parámetros (Costa-Silva et al. 2017). Dentro de los que utilizan modelos 

paramétricos DESeq2 resulta más eficiente en controlar la tasa de errores tipo I, es decir de detectar falsos 

positivos (Love et al. 2014). 

Para el análisis se debe utilizar información de expresión génica, pudiendo utilizarse la matriz de 

conteos obtenidas mediante Salmon, la cual contiene el número de reads mapeados de forma no ambigua 

para cada gen. En el caso de DESeq2 se ajusta un modelo lineal generalizado para cada gen, obteniéndose 

un coeficiente que indica la fuerza de expresión global del gen y un valor de LFC entre condiciones (Love 

et al. 2014; Costa-Silva et al. 2017). La ventaja que ofrece DESeq2 sobre otras herramientas es que mejora 

la estabilidad y reproducibilidad de los análisis mediante el uso de estimadores de contracción en la 

estimación de los LFC, y el uso de transformaciones para estabilizar la varianza entre muestras que facilita 

la visualización de diferencias entre muestras y condiciones (Love et al. 2014). Por un lado, se usan 

estimadores de contracción en la estimación del parámetro de dispersión que cuantifica la variabilidad 

entre réplicas y en la estimación del LFC. En el caso de la estimación de dispersión permite no subestimar 

el parámetro debido a tamaños de muestras chicos producto de realizar experimentos en condiciones 

controlados. En el caso de la estimación del LFC se reduce el ruido inherente de genes con conteos bajo, 

lo que causa heterocedasticidad en el LFC y complica posteriores análisis(Love et al. 2014). Por otro lado, 

el uso de transformaciones para estabilizar la varianza, como la transformación logarítmica regularizada, 

se usa para reducir la heterocedasticidad producida por los altos y bajos conteos facilitando la 

visualización multivariada de los genes mediante, por ejemplo, análisis de componentes principales y 

mejorando la interpretabilidad de los datos (Love et al. 2014). De esta manera, se mejora la precisión en 

la correcta identificación de genes diferencialmente expresados entre condiciones, siendo esto clave para 

comprender variaciones fenotípicas en los contextos biológicos evaluados(Costa-Silva et al. 2017).  
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1.8.3 Análisis de Enriquecimiento Funcional  

El análisis de enriquecimiento funcional es un método ampliamente utilizado para analizar 

información de expresión génica y tiene por objeto descubrir anotaciones funcionales que se encuentran 

sobrerrepresentadas en una lista de genes con respecto a una lista de referencia. Es preciso diferenciar 

entre anotaciones genómicas y anotaciones funcionales, ya que las anotaciones genómicas refieren a 

información génica, como ubicación en el genoma e identificación de regiones génicas, y las funcionales 

informan sobre los roles biológicos de genes o proteínas (Dessimoz and Skunca 2017). Dichas anotaciones 

son empleadas para interpretar mecanismos moleculares, procesos biológicos y vías metabólicas 

asociadas con las condiciones experimentales en estudio (Garcia-Moreno et al. 2022). En este sentido, la 

ontología de genes (GO: Gene Ontology) provee un marco conceptual y define un universo de posibles 

funciones de los productos génicos, por lo que una anotación GO es una sentencia sobre la función 

biológica de un gen en particular.  

La GO considera tres aspectos sobre cómo pueden ser descritas las funciones génicas: función 

molecular (actividad o proceso a nivel molecular), componente celular (ubicación específica relativa a la 

célula donde el producto génico lleva a cabo la función) y proceso biológico (objetivo biológico mayor 

conformado por varias funciones moleculares). Es así que, la ontología de procesos biológicos es la más 

grande y diversa de las tres, ya que refleja la multiplicidad de niveles de organización biológica en la que 

programas génicos pueden ser identificados, lo que la convierte en la ontología de preferencia a la hora 

de analizar datos (Dessimoz and Skunca 2017). Brevemente, la asignación de un término GO a un gen se 

realiza mediante dos abordajes: evidencia experimental, que involucra un minucioso curado de la 

información obtenida en experimentos, y predicciones de función, que usualmente se basan en similitud 

de secuencia o correlaciones en la expresión génica (Dessimoz and Skunca 2017).  

A su vez, una herramienta complementaria en el análisis de funciones génicas es el análisis de vías 

metabólicas KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). La anotación KEGG se centra en analizar 

vías metabólicas completas utilizando información de las interacciones entre moléculas, lo que permite 

entender redes bioquímicas complejas (Kanehisa 2002; Dessimoz and Skunca 2017). De esta forma, 

complementa el uso de anotaciones GO, ya que genera el plus de información dado por las interacciones. 

El conocimiento de las interacciones surge tanto de evidencia experimental como de búsqueda de genes 

ortólogos y homología de secuencias (Kanehisa 2002; Kanehisa et al. 2012; Dessimoz and Skunca 2017). 

Sucintamente, cuando la interacción o participación en una vía no está definida, las secuencias de genes 

o proteínas a analizar son alineadas contra la base de datos KEGG con la consecuente asignación en grupos 

ortólogos. Los grupos ortólogos son grupos de genes de diferentes especies originadas a partir de un 

ancestro en común y que usualmente cumplen la misma función biológica. Una vez hecho esto se 

identifica la vía KEGG mediante información conocida por evidencia experimental de la participación del 

grupo ortólogo en una vía determinada (Kanehisa et al. 2016). 

1.8.4 Predicción de Función Génica mediante EGAD 

EGAD (Extending “Guilt-by-Association” by Degree), de alguna manera traducido como asociación 

por culpabilidad, es un método que permite evaluar redes génicas y predecir funciones génicas dadas las 

interacciones génicas en las redes (Ballouz et al. 2017). El método requiere de la entrada de dos tipos de 

datos: una red de interacciones génicas, pudiendo utilizarse la red generada por el WGCNA, y un set de 
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anotaciones biológicas, por ejemplo, las obtenidas mediante GO o KEGG (Ballouz et al. 2017; Ribone et al. 

2023). Concretamente, se determina qué tan bien una red génica agrupa un set de genes de una anotación 

en particular mediante un algoritmo basado en el principio de “guilt-by-association” (GBA), el cual postula 

que genes con funciones similares están preferentemente conectados (Ballouz et al. 2017). Por lo tanto, 

se puede inferir que si dos genes están interactuando entonces también cumplen funciones en un mismo 

proceso biológico (Gillis and Pavlidis 2012). 

La predicción de la función génica mediante GBA es llevada a cabo ocultando información de la 

red de interacción y evaluando la capacidad de la misma de recuperar dicha información. Por ejemplo, en 

un caso hipotético, se conoce que 10 genes participan en un proceso determinado, se oculta la 

información de que dos de ellos participan en ese proceso y se evalúa que también se predice el proceso 

para ellos dos dada las interacciones de la red usada como insumo (Gillis and Pavlidis 2012; Ballouz et al. 

2017). Esta evaluación se realiza mediante validación cruzada obteniéndose para cada término un score 

(área bajo la curva –AUC– de características de funcionamiento del receptor –ROC: Receiver Operating 

Characteristic–) que caracteriza el grado con el cual la red puede ser utilizada para predecir y anotar el 

término en genes que no lo poseen (Ballouz et al. 2017). Este score informa sobre qué tan buena es la 

predicción de la función, es decir la capacidad de distinguir entre un falso y un verdadero positivo. Valores 

por encima de 0,7 y de 0,9 se consideran muy buenos y excelentes, respectivamente (Ballouz et al. 2017). 

Esto significa que la predicción de función para un gen es 70 y 90% probable de que sea verdaderamente 

positiva, respectivamente. 

El uso de GBA ha sido probado satisfactoriamente en plantas (Depuydt and Vandepoele 2021). 

Por ejemplo, (Silva et al. 2016) predijeron funciones para genes no caracterizados en Arabidopsis thaliana 

mediante el uso de datos transcriptómicos sobre la dinámica de la transición de semilla a plántula de la 

especie. De igual manera, un estudio de transcriptómica comparativa identificó módulos de genes de 

biosíntesis de lignina conservados en angiospermas, pudiendo así predecir nuevos candidatos en la 

biosíntesis de pared de celular en diferentes especies (Sibout et al. 2017). Asimismo, Ribone et al. (2023) 

identificaron genes con funciones vinculadas a respuestas de defensas en Helianthus annuus mediante el 

uso de datos transcriptómicos de raíz y de hoja. Además, el genoma de girasol está parcialmente anotado, 

contando con al menos una anotación GO en aproximadamente el 60% de los genes, de los cuales la 

tercera parte tiene al menos un proceso biológico GO anotado (Ribone et al. 2023), por lo que esta 

herramienta resulta útil tanto para predecir funciones nuevas como para aportar evidencia en términos 

anotados por predicción (Ballouz et al. 2017; Depuydt and Vandepoele 2021; Ribone et al. 2023). Con 

respecto al genoma de soja, como fue mencionado anteriormente, presenta un bajo porcentaje de 

anotaciones validadas experimentalmente (10%) y un alto porcentaje de genes no caracterizados (25%), 

por lo que usar EGAD resulta sumamente útil para apoyar las actuales predicciones computacionales y 

para generar nuevas predicciones utilizando datos de calidad. 

1.9 Análisis Funcional de Genes mediante Sistema de Transformación Transitoria 

Investigar las funciones génicas es crucial para entender el background genético del fenotipo en 

diferentes cultivos y así asistir al desarrollo de cultivares que presenten características de interés, como 

por ejemplo mayor rendimiento o mayor resistencia ante diferentes tipos de estrés. Una forma de realizar 

dicho estudio es mediante la transformación estable de plantas (Nath Radhamony et al. 2005; Kereszt et 

al. 2007; Clemow et al. 2011). Tal es el caso de la transformación mediada por Agrobacterium tumefaciens, 

que es utilizada para generar líneas mutantes que sobreexpresen o presenten pérdida de función de 
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determinado/s gene/s en especies como A. thaliana o Nicotiana tabacum (Nath Radhamony et al. 2005; 

Clemow et al. 2011). Sin embargo, especies como G. max o P. sativum son consideradas recalcitrantes 

para la transformación estable (Clemow et al. 2011) debido a diversas dificultades presentadas como 

largos períodos de desarrollo de las plantas (hasta 9 meses), ploidías alteradas, anormalidades fenotípicas 

o bajas fertilidades reproductivas, que termina traduciéndose en una baja eficiencia de la transformación 

(Kereszt et al. 2007; Clemow et al. 2011). No obstante, cuando el gen de interés está involucrado en la 

biología de la raíz, por ejemplo, interacciones simbióticas, toma de nutrientes, transporte de hormonas o 

respuestas a estrés, los problemas anteriores pueden subsanarse mediante el uso de Rhizobium 

rhizogenes (Kereszt et al. 2007; Clemow et al. 2011; Mohammadi-Dehcheshmeh et al. 2014). 

 

La bacteria R. rhizogenes tiene la capacidad de transferir e integrar en el genoma de su hospedero 

genes contenidos dentro de su ADN de transferencia (ADN-T) ubicado en un replicón extracromosómico 

denominado plásmido Ri. La integración del ADN-T en el genoma hospedero provoca la formación de 

raíces neoplásicas, denominadas hairy roots (HR) que pueden contener el ADN-T (Kereszt et al. 2007). 

Cada evento transgénico (HR), sucedido a partir de la infección y posterior división de una única célula, 

representa un evento de transformación independiente, por lo que se obtiene un alto número de 

transformantes que pueden ser analizadas en un corto período de tiempo (Kereszt et al. 2007). A este tipo 

de transformación se la denomina transformación transitoria, pues el transgén no se pasa a la 

descendencia en caso de que la planta produzca semillas. Esto es debido a que la parte área de la planta 

se mantiene silvestre, obteniendo una planta quimérica compuesta por una sistema radicular transgénico 

y parte aérea no transgénica (Kereszt et al. 2007; Clemow et al. 2011).  

 

A partir de esta técnica, entonces, se puede realizar el análisis funcional de genes de interés 

mediante la transformación de la bacteria con un vector binario que contiene el gen de interés, y la 

posterior infección y transformación de las plántulas. Para ello, la técnica implica una serie de pasos que 

pueden ser resumidos como: transformación de R. rhizogenes con el vector binario de interés, selección 

de colonias transformantes, identificación de la colonia más efectiva y por último la transformación de las 

plántulas (Kereszt et al. 2007; Mohammadi-Dehcheshmeh et al. 2014). A su vez, esta técnica tiene la 

ventaja de que cuando se transforma la planta se pueden identificar las raíces transgénicas de forma no 

invasiva, pues la inserción del transgén está acompañada de la inserción de un gen reportero cuyo 

producto puede ser visualizado bajo luz fluorescente (por ejemplo, GFP o DsRED) (Mohammadi-

Dehcheshmeh et al. 2014) o incluso a simple en el caso del sistema RUBY que provoca por la 

sobreexpresión de enzimas responsables de la formación de betalaína a partir de precursores presentes 

en la planta (He et al. 2020). Finalmente, se debe realizar un fenotipado adecuado para analizar si el gen 

tiene una participación relevante en los contextos biológicos de interés estudiados. 
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1.10 Hipótesis y Objetivos 

La respuesta diferencial al déficit hídrico de plantas noduladas en comparación con plantas sin 

nodular puede ser explicada por cambios en la expresión génica. La hipótesis de este trabajo se basa en 

que la regulación a nivel traduccional contribuye de manera significativa en la modulación de dicha 

expresión génica.  

Objetivo general: 

Contribuir a la mejora de la tolerancia al déficit hídrico en soja mediante la incorporación de 

nuevas fuentes de tolerancia en las respuestas a estrés. Mediante el análisis de las respuestas estrés-

específicas a nivel transcripcional y traduccional se pretende identificar los cambios asociados a la 

maquinaria traduccional de la raíz, con el fin de definir posibles genes candidatos que estén involucrados 

en la respuesta de tolerancia de las plantas al estrés. 

Objetivos específicos: 

1. Análisis del transcriptoma y del traductoma de raíces de plantas de soja noduladas y sometidas a 

déficit hídrico. 

2. Identificación de los genes sujetos a control traduccional en raíces de plantas de soja noduladas y 

sometidas a déficit hídrico. 

3. Puesta a punto del sistema de transformación transitoria mediado por Rhizobium rhizogenes para 

el análisis funcional de genes. 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 Material vegetal, condiciones de crecimiento, nodulación y déficit hídrico 

El experimento fue llevado a cabo utilizando el genotipo de soja (Glyicine max (L.) Merr.) Génesis 

5601, cedido por el Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIA). Las plantas fueron crecidas 

en botellas de 0,5 L conteniendo sustrato compuesto por una mezcla de arena:vermiculita (1:1). Se utilizó 

una cámara de crecimiento de condiciones controladas estableciendo un ciclo de temperatura día/noche 

de 28/20°C, respectivamente, y un fotoperíodo de 16/8 h, luz/oscuridad. La humedad relativa ambiente 

fue de 39,5 ± 7,7% durante todo el período de crecimiento. El ambiente lumínico estuvo formado por 

lámparas de halogenuro metálico con una irradiación de 620 μmoles fotones m-2 s-1 (137 W m-2) de un 

espectro blanco. Se colocaron tres semillas por maceta y una vez expandidos los cotiledones se seleccionó 

la plántula más sana para continuar con el experimento. A su vez, para la selección de plántulas se tuvo 

en cuenta la homogeneidad de desarrollo para evitar posibles influencias vinculadas a estadios de 

desarrollo diferenciales. Para las plantas inoculadas, se utilizó la cepa U1302 del rizobio Bradyrhizobium 

elkanii, la cual fue crecida en medio líquido YEM (Vincent 1971). La inoculación se realizó el día de la 

siembra. 

El diseño experimental comprendió un diseño completamente aleatorizado (DCA) de cuatro 

tratamientos combinados con cinco réplicas biológicas, haciendo un total de 20 unidades experimentales. 

Una unidad experimental quedó definida como una maceta con una planta a la cual se le aplicó un 

tratamiento. Los tratamientos combinaron las condiciones de nodulación (N) y no nodulación (NN), y de 

plantas a capacidad de campo y con restricción hídrica (CC y RH, respectivamente). Plantas a capacidad 

de campo no presentan restricciones hídricas en el sustrato, por ende, el tratamiento CC es considerado 

el tratamiento control de la condición hídrica. Es así que los cuatro tratamientos son: plantas no noduladas 

a capacidad de campo (NN+CC), plantas no noduladas y con restricción hídrica (NN+RH), plantas 

noduladas a capacidad de campo (N+CC), y plantas noduladas con restricción hídrica (N+RH) (Figura 5A). 

De esta manera, los contrastes biológicos analizados fueron: i) N+RH vs N+CC, ii) N+RH vs NN+RH, iii) 

NN+RH vs NN+CC y iv) N+CC vs NN+CC (Figura 5B). 
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Figura 5 Esquema de la definición de tratamientos combinados y contrastes entre ellos. A Etapas seguidas para el 
crecimiento de plantas, con inoculación en el caso de plantas noduladas, y establecimiento del período de restricción 
hídrica. Plantas en restricción hídrica fueron cosechadas cuando la conductancia estomática fue el 50% del valor 
obtenido al comienzo del período de restricción hídrica. gsw0: conductancia estomática en el día 0 del período de 
restricción hídrica. Figura hecha con BioRender. B Contrastes entre tratamientos combinados. NN: no noduladas. N: 
noduladas. CC: Capacidad de Campo. RH: restricción hídrica. Estadio V2-3 según (Fehr and Caviness 1977). 

https://www.biorender.com/
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Durante los primeros 19 días pos-siembra todas las plantas crecieron sin restricciones hídricas 

manteniendo el sustrato a capacidad de campo (CC) con medio ByD (Broughton y Dilworth), 

suplementado con KNO3 (concentración final 0,5 mM y 5 mM para plantas noduladas y no noduladas, 

respectivamente). En este tiempo las plantas se encontraron en un estadio de desarrollo vegetativo V2-

V3 (Fehr and Caviness 1977) . A partir del día 20, día cero del período de déficit hídrico, se dejaron de 

regar aquellas plantas correspondientes a los tratamientos de restricción hídrica (RH). Las plantas sin 

restricción hídrica (CC) se mantuvieron a CC durante todo el ensayo (Figura 5A). 

El contenido de agua del sustrato fue medido diariamente mediante gravimetría durante todo el 

experimento, tanto en período de déficit hídrico como fuera de él. Esto se hizo cuantificando el peso del 

sistema suelo-planta-maceta (SSPM) mediante una balanza y restando los pesos asociados a la maceta. El 

peso de la planta se consideró despreciable en el total. Para obtener el peso del sustrato a CC se dejó que 

el agua de cuatro macetas saturadas percole durante 72 horas. Las macetas se taparon para evitar 

cualquier pérdida por evaporación del suelo. El peso del sustrato con el agua que queda retenida en el 

sustrato una vez percola el exceso es considerado el peso del sustrato a CC (Cassel and Nielsen 2018). 

La conductancia estomática en la cara abaxial de la hoja correspondiente a V2-V3 fue medida en 

el día 20 (día 0 del período de déficit hídrico) para cada planta utilizando un porómetro Decagon modelo 

SC-1 (Decagon Device, United States). De esta manera se determinó el valor de conductancia estomática 

al inicio del período de déficit hídrico. Se hicieron mediciones de conductancia estomática diarias hasta el 

final del período de déficit hídrico, el cual fue determinado individualmente para cada planta E cuando el 

valor de conductancia estomática fue de aproximadamente el 50% del obtenido en el día 0 del período 

de déficit hídrico (Figura 5A). Se cosecharon las raíces de cada planta E al final de dicho período y se 

mantuvieron almacenadas a -80°C hasta posteriores determinaciones. Las raíces de plantas C fueron 

cosechadas en conjunto con las de plantas E y también fueron congeladas a -80°C para ulteriores 

determinaciones. 

 

2.2 Purificación de fracciones de ARN total y asociado a polisomas 

La purificación del conjunto de ARN asociado a polisomas fue realizada mediante centrifugación 

en colchones de sacarosa (Sainz et al. 2022b). Se homogeneizó un volumen de 2 mL de raíces congeladas 

previamente pulverizadas mediante nitrógeno líquido en 4 mL de buffer de extracción de polisomas (Sainz 

et al. 2022b). Los homogeneizados se mantuvieron en hielo hasta que las muestras fueron procesados 

mediante centrifugación a 16000 g durante 15 minutos. Posteriormente, se filtró la muestra y el paso de 

centrifugación fue repetido. En este momento se reservaron 500 µL del sobrenadante para el aislamiento 

del ARN total (TOTAL) (Figura 6). Se cargaron 2 mL del sobrenadante restante en colchones de sacarosa 

compuesto por dos capas de sacarosa, una al 12% y otra al 33,5%, preparados en tubos de 13,2 mL (Ultra-

Clear, Beckman Coulter, Estados Unidos, 344059). Se centrifugó a 35000 rpm a 4°C durante 2 horas en 

una ultracentrífuga Beckman L-100K de clase S (W40 Ti swinging bucket rotor). Luego de la centrifugación, 

se recuperó la fracción polisómica a partir del pellet y se resuspendió en 200 µL de buffer de resuspensión 

de polisomas (Sainz et al. 2022b). Los polisomas resuspendidos se mantuvieron a 4°C durante 30 minutos 

para posteriormente realizar una purificación de ARN regular y obtener la fracción de ARNm asociado a 

polisomas (PAR: Polysome-associated RNA) (Figura 6).  
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Figura 6 Esquema de la metodología seguida para purificar las fracciones de ARNm TOTAL y PAR (asociada a 
polisomas). Luego de que el material vegetal es colectado y procesado, la traducción es inhibida con el uso de 
cicloheximida (CHX) y el lisado celular es obtenido. A partir del lisado se obtiene el ARNm TOTAL mediante un 
protocolo de extracción directo, y el ARNm PAR mediante polysome profiling. Adaptado de (Sainz et al. 2024b) 

 

2.3 Extracción de ARN y secuenciación 

La extracción de ARN de las fracciones de ARNm TOTAL y PAR fue hecha utilizando TRizol LS 

(Invitrogen, Estados Unidos, 10296-028). Tanto el pellet polisómico resuspendido como el extracto 

reservado para el aislamiento de ARNm total se homogeneizaron en 750 µL de TRizol, siguiendo el 

procedimiento de (Sainz et al. 2022b). Se cuantificó la concentración e integridad de cada ARN extraído 

mediante BioAnalyzer Agilent 2100 (Agilent Technologies, Inc., Estados Unidos). Se enviaron para 

preparación de librerías y secuenciación a Macrogen Inc. (Corea del Sur) aquellas muestras que 

presentaron un RIN (RNA integrity number) mayor a 7,0 y una concentración mayor a 1,0 µg. Las librerías 

de cDNA fueron hechas mediante el kit TruSeq Stranded mRNA paired-end (Illumina). La secuenciación se 

realizó en plataformas de secuenciación de alto rendimiento de Illumina Novaseq 6000. Se enviaron a 

secuenciar muestras de ARNm TOTAL y PAR de raíces de tres réplicas biológicas de cada tratamiento. 
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2.4 Análisis de datos 

2.4.1 Procesamiento de Datos de Secuenciación 

Se inspeccionó visualmente la calidad de cada muestra secuenciada utilizando FastQC 

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Mediante el uso de Trimmomatic 

(versión 0.39, Bolger et al. 2014) se removieron adaptadores y se trimmearon bases con baja calidad de 

secuenciación. Se retuvieron solamente secuencias trimmeadas mayores a 80 pares de bases (pb) y con 

una calidad general mayor a 30. Se utilizaron los siguientes argumentos con los correspondientes 

parámetros: HEADCROP:1, TRAILING:3, SLIDINGWINDOW:4:15 y MINLEN:80. Se cuantificó la expresión 

génica a nivel de transcripto utilizando la herramienta bioinformática Salmon en modo quasi-mapeo 

(versión 1.8.0, Patro et al. 2017). Los parámetros de Salmon se dejaron por default excepto que se habilitó 

la corrección en el sesgo de GC. El index para el mapeo se construyó a partir de la versión más reciente 

del transcriptoma de Glycine max (GCF_000004515.6, Glycine max v4.0, sin ARNr). Debido a que un mismo 

gen puede tener transcriptos alternativos, los conteos a nivel de transcriptos fueron agregados a nivel de 

genes usando el paquete de R tximport (versión 1.26.1, Soneson et al. 2016). Se realizó un análisis 

descriptivo de este proceso, describiendo los conteos de reads iniciales y pos-trimmeo, porcentaje de 

reads retenidos luego del control de calidad y tasa de mapeo. 

 

2.4.2 Análisis de Redes de Co-expresión Génica Ponderadas (WGCNA) 

Se realizó un WGCNA utilizando el paquete de R WGCNA (versión 1.72-5, Langfelder and Horvath 

2008). Como datos de entrada se utilizaron los conteos a nivel de genes normalizados mediante función 

normalized del paquete R DEseq2 (versión 1.38.3, Love et al. 2015). Se removieron genes con bajo 

coeficiente de variación y/o bajos conteos (definidos como menos de 50 conteos en más del 50% de las 

muestras), ya que características con baja expresión tienden a reflejar ruido en la señal. Posteriormente, 

la función pickSoftThreshold del paquete WGCNA fue usada para seleccionar la potencia del soft threshold 

teniendo por objeto satisfacer la topología libre de escala de la red. De esta manera, se construyó la red 

utilizando la función blockwiseModules, que detecta módulos y construye la red en único paso, 

estableciendo un valor de potencia de 9. El argumento maxBlockSize fue establecido en 27000 (número 

de genes totales pos-filtrado), mergeCutHeight en 0,20, networkType en unsigned (adyacencia no signed), 

TOMType en signed (para preservar la continuidad de la correlación), y el resto de argumentos se 

mantuvieron por default. 

Para cada módulo se calculó el eigengene (ME: module eigengene) (primer componente principal 

del módulo que oficia como un gen representativo de la expresión del módulo) utilizando la función 

moduleEigengenes del paquete WGCNA, con el objetivo de determinar si existió asociación entre módulos 

y tratamientos. Se construyó un heatmap mediante el paquete de R pheatmap (versión 1.0.12, Kolde 

2015) para visualizar la relación entre tratamientos y eigengenes. Los eigengenes fueron agrupados 

mediante clusterización jerárquica usando como medida de distancia entre ellos (1 – correlación entre 

MEs) según (Zhang and Horvath 2005). El criterio de clusterización utilizado para la creación del 

dendrograma fue el de enlace promedio (Dudek 2020) . La selección del número de clusters se realizó 

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
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mediante el índice Silhouette (Dudek 2020) utilizando la función NbClust del paquete de R NbClust  

(Charrad et al. 2014). 

La visualización de la red fue hecha mediante el paquete de R network (Butts 2008), estableciendo 

un valor de conexión entre nodos (genes) mayor a 0,15. Los módulos fueron coloreados para mejorar la 

visualización. A su vez, se estimó la conectividad intramodular de cada gen utilizando la función 

intramodularConnectivity del paquete WGCNA, para así definir genes hub como el 10% de los genes con 

mayor conectividad (Seo et al. 2009). 

2.4.3 Análisis de Expresión Diferencial de Genes (DEG) 

A los efectos de observar los patrones de agrupamiento y distancias entre réplicas y tratamientos 

se realizó un análisis de componentes principales (PCA) de las muestras y un heatmap de distancias entre 

muestras utilizando los paquetes de R FactoMineR (versión 2.11, Lê et al. 2008), pheatmap (versión 1.0.12, 

Kolde 2015) y ggplot2 (versión 3.5.1, Wickham 2016). Para ello se utilizaron los genes que presentaron al 

menos un conteo en la suma de todas las muestras y se aplicó la transformación VSD de los datos para 

estabilizar la varianza siguiendo lo recomendado por (Love et al. 2015). Además, se realizó un análisis de 

enriquecimiento de procesos biológicos de Gene Ontology (GO), utilizando el paquete topGO (versión 

2.50.0, Alexa and Rahnenfuhrer 2021), sobre los 50 genes que más contribuyeron a las dimensiones 1 y 2 

del PCA con el objetivo de ver cuáles procesos son los que influyeron en mayor medida en la variabilidad 

de los datos. El análisis estadístico de la expresión diferencial se computó mediante la función DESeq del 

paquete DESeq2 (versión 1.38.3, Love et al. 2015), utilizándose el siguiente modelo con arreglo factorial: 

𝑌𝑖𝑗𝑘 =  𝜇 + 𝑁𝑖 + 𝐻𝑗 + (𝑁 ∗ 𝐻)𝑖𝑗 + 𝜀𝑖𝑗𝑘 

Donde: 

• 𝑌𝑖𝑗𝑘  es la cantidad de conteos del tratamiento con el i-ésimo nivel de 𝑁, el j-ésimo nivel 

de 𝐻 y la k-ésima repetición. 

• 𝜇 es la media general 

• 𝑁𝑖  es el i-ésimo nivel del factor nodulación 

• 𝐻𝑗 es el j-ésimo nivel del factor condición hídrica 

• (𝑁 ∗ 𝐻)𝑖𝑗  es el efecto de interacción del i-ésimo nivel del factor nodulación y el j-ésimo 

nivel del factor condición hídrica 

• 𝜀𝑖𝑗𝑘  es el error asociado a cada unidad experimental  

 

Se modelaron las fracciones de ARN por separado, utilizando el mismo diseño, para luego retener 

aquellos genes que presentaron al menos un conteo en todas las muestras. Un gen diferencialmente 

expresado (DEG) en un tratamiento frente a otro (contraste), y para cada fracción de ARN, fue definido 

cuando el valor absoluto del log2 del fold change fue mayor a 1 y el p-valor ajustado con la corrección de 

Benjamini-Hochberg fue menor a 0,05. Las listas de genes DEG de cada contraste y fracciones de ARN se 

intersecaron a fin de identificar genes DEG específicos de cada contraste y fracción. 

Por un lado, dentro de cada contraste, ej. N+RH vs N+CC, se intersecaron las listas de DEGs en 

TOTAL y en PAR, obteniendo los genes DEGs que presentaron regulación transcripcional (únicos de 
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TOTAL), traduccional (PAR), o mixta, es decir transcripcional y traduccional (intersección entre TOTAL y 

PAR). Por otro lado, se intersecaron pares de contrastes con el objetivo de quitar para un contraste de 

interés aquellos genes DEG que puedan deberse al efecto de un tratamiento biológico y no al efecto del 

tratamiento combinado. Siguiendo el ejemplo anterior, si se interseca la lista de DEGs en NN+RH vs NN+CC 

(genes DEG debido al déficit hídrico sin nodulación previa) se desquita de la lista de N+RH vs N+CC aquellos 

genes en que su expresión se ve alterada debido a la falta de agua y se obtienen los genes que se alteran 

específicamente cuando la planta experimenta déficit hídrico, pero a su vez se encuentra nodulada.  

De igual forma, en el segundo contraste de interés, el cual estudia las diferencias en la expresión 

génica de plantas sometidas a déficit hídrico en diferente contexto de nodulación (N+RH vs NN+RH), la 

lista de DEGs a intersecar resultó de la obtenida en el contraste N+CC vs NN+CC para poder remover genes 

DEGs que se deban un efecto de la nodulación y así obtener la lista de genes que altera su expresión en 

déficit hídrico dado que la planta se encuentra nodulada frente a una planta que no se encuentra 

nodulada. 

2.4.4 Análisis WGCNA + DEGs 

Los genes DEGs en cada fracción y en cada contraste entre tratamientos combinados [i) N+RH vs 

N+CC, ii) N+RH vs NN+RH, iii) NN+RH vs NN+CC, iv) N+CC vs NN+CC] fueron co-localizados en los módulos 

de la red de co-expresión. Genes con expresión diferencial fueron coloreados en la red según su estado 

de regulación, es decir, up/down-regulados o estables. De esta manera se identificaron módulos donde la 

presencia de DEGs se vio enriquecida.  

2.4.5 Análisis de Enriquecimiento GO 

La anotación de términos GO del genoma de soja se realizó con PANNZER (Törönen and Holm 

2022). Se realizaron análisis de enriquecimiento GO en los módulos que tuvieron una alta localización de 

DEGs. El análisis de enriquecimiento fue realizado para la ontología correspondiente a procesos 

biológicos, utilizando el test exacto de Fisher y el método weight01 para construir la estructura del grafo 

GO. Un término GO fue considerado significativamente enriquecido cuando presentó un false discovery 

rate (FDR) menor a 0,05. El análisis de enriquecimiento fue realizado utilizando el paquete de 

R/BioConductor topGO (versión 2.50.0, Alexa and Rahnenfuhrer 2021). Los gráficos de enriquecimiento 

GO fueron construidos utilizando el paquete de R ggplot2 (versión 3.5.1, Wickham 2016).  

2.4.6 Análisis de Redes de Interacción Proteína-Proteína (PPI) 

Se utilizaron las herramientas CytoScape (Smoot et al. 2011) y STRING (Szklarczyk et al. 2021) para 

construir redes de interacción proteína-proteína y buscar potenciales interacciones entre proteínas 

codificadas por DEGs. Las redes fueron construidas utilizando los DEGs co-localizados en los módulos 

seleccionados para análisis. Se realizaron análisis de enriquecimiento de procesos biológicos GO y de vías 

KEGG en las redes PPI. En ambos casos un término fue considerado significativamente enriquecido cuando 

presentó un FDR menor a 0,05. 
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2.4.7 Búsqueda, Identificación y Análisis de Enriquecimiento de Motivos Génicos en Regiones 5’-UTR 

Las regiones 5’-UTR de los transcriptos se obtuvieron a partir del archivo GTF de anotación genómica 

(GCF_000004515.6, Glycine max v4.0) utilizando un script público 

(https://github.com/saketkc/gencode_regions). Posteriormente, se utilizó la herramienta bioinformática 

seqtk (https://github.com/lh3/seqtk) para recuperar las secuencias fasta de las 5’-UTR, usando como 

insumo el archivo bed de posiciones de las 5’-UTR obtenido en el paso anterior. Para la búsqueda e 

identificación de motivos génicos en las regiones 5’-UTR se utilizó la herramienta bioinformática MEME 

(versión 5.5.7, Bailey and Elkan 1994). Se buscaron hasta 10 motivos con un largo de entre 6 y 50 

nucleótidos, utilizando el modelo de búsqueda clásico y cero o una ocurrencia de motivos por secuencia. 

El análisis de enriquecimiento de motivos se realizó con la herramienta SEA (Simple Enrichment Analysis), 

perteneciente al mismo conjunto de herramientas bioinformáticas que MEME (Bailey et al. 2015). Se 

dejaron los parámetros de búsqueda por default: E-value menor a 10, modelo de orden Markoviano cero 

para ajustar por sesgos de único nucleótido y alineamiento entre secuencias en el centro (Bailey et al. 

2015). 

2.4.8 Predicción y Validación de Función Génica  

Se utilizó el paquete de R EGAD (Ballouz et al. 2017) para evaluar la capacidad de la red de co-

expresión génica de conectar genes con términos GO compartidos y así predecir o validar procesos 

biológicos GO asociados. Basándose en el principio de Guilt-by-Association (GBA) una red puede ser 

evaluada ocultando el término GO anotado para un subgrupo de genes dado y posteriormente testeando 

si el término puede ser predicho a partir de la co-expresión (correlación entre expresiones génicas) del 

resto de genes anotados. Se utilizaron términos GO que tengan más de 20 y 1000 genes anotados, 

haciendo un total de 146 términos. Se utilizó el área bajo la curva ROC (AUC) validada mediante 5-fold 

cross validation como métrica de precisión de las predicciones. Se seleccionaron aquellos términos donde 

el AUC fue mayor o igual a 0,7 (Ballouz et al. 2017). Como red de co-expresión se utilizó la misma matriz 

de adyacencia obtenida y utilizada en el WGCNA. 

2.5 Puesta a Punto de Sistema de Transformación Transitoria mediado por R. rhizogenes para el Análisis 

Funcional de Genes 

La transformación mediada por R. rhizogenes requiere de tres etapas: transformación de la 

bacteria, selección de la colonia bacteriana efectiva e infección en el material (Figura 7). Si bien la 

transformación puede realizarse con la bacteria sin contenido de plásmido o gen de interés, en la mayoría 

de los casos el interés es analizar la funcionalidad de un gen mediante sobreexpresión y/o silenciamiento 

del mismo. Por lo tanto, se debe disponer de los plásmidos adecuados, incorporarlos en la bacteria y 

probar la efectividad de la infección bacteriana. En este trabajo se puso a punto la técnica sin realizar 

ningún clonado de gen dentro de los plásmidos, pero sí utilizando los plásmidos de sobreexpresión y 

silenciamiento vacíos, es decir sin la incorporación de genes de interés. 

Se utilizó la cepa hipervirulenta K599 de R. rhizogenes, la cual contiene el plásmido RI 2659 de tipo 

cucumopina (Xiang 2016) y resistencia a espectinomicina 50 µg.µL-1 (SmR). La cepa fue proporcionada por 

el Dr. Germán Robert del Instituto de Fisiología y Recursos Genéticos Vegetales (IFRGV) del Instituto 

https://github.com/saketkc/gencode_regions
https://github.com/lh3/seqtk
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Nacional de Tecnología Agropecuaria (INTA), Córdoba, Argentina. Como material vegetal se utilizaron 

semillas de soja del genotipo Génesis 5601. 

 

Figura 7 Esquema de las etapas seguidas en la transformación transitoria de plantas de soja mediada por 
Rhizobium rhizogenes. Para el stock se realiza cultivo líquido en medio LB y se almacena a -80°C en glicerol al 15%. 
En transformación de plántulas, en sistema de transformación en único tubo inmerso en atmósfera (TUTIA), se 
representa en azul el agua dentro de la caja, utilizada para generar la atmósfera saturada necesaria para el 
crecimiento y desarrollo de la infección. K599: cepa hipervirulenta de R. rhizogenes. 
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2.5.1 Selección de la Colonia Bacteriana Efectiva 

A partir de una alícuota de K599 se realizaron estriados en dos placas LB-agar con 50 µg.µL-1 de 

Sm, las cuales se incubaron durante 48 h a 28°C. Se aislaron cuatro colonias de cada una y se pusieron a 

crecer en 3 mL de medio LB líquido con 50 µg.µL-1 de Sm y acetosiringona (AS) 150 mM durante 48 h a 

28°C en agitación a 180 rpm. La acetosiringona es un flavonoide que favorece la infección del rizobio en 

la planta ya que es reconocido para la proteína virulenta VirA del rizobio, activando subsecuentemente 

otros genes vir (Kereszt et al. 2007; De Saeger et al. 2021). Posteriormente, para cada colonia, se 

impregnaron 50 µL del cultivo líquido en una placa LB-agar con 50 µg.µL-1 de Sm y AS 150 mM durante 48 

h a 28°C de forma de obtener un césped de células para realizar la infección en material vegetal. Además, 

cada colonia fue alicuotada en glicerol 15% para así disponer de la colonia efectiva una vez elegida. 

La evaluación de la efectividad de colonia se realizó en cotiledones de soja. Se utilizaron seis 

cotiledones por colonia para seleccionar la colonia efectiva. Las semillas fueron desinfectadas con 

hipoclorito de sodio al 15% durante 30 minutos realizando un posterior triple lavado con agua destilada. 

Luego se colocaron sobre papel y algodón humedecidos dentro de un tupper, y se llevaron a estufa a 28°C 

durante aproximadamente 48-72 h. En este tiempo se comienza a ver el inicio del crecimiento de la 

radícula, momento suficiente para realizar la infección.  

Se obtuvieron los cotiledones mediante remoción de la testa de la semilla. En cada cotiledón se 

realizó una remoción de una porción basal, cercana al nudo cotiledonar, asegurándose de que el 

primordio foliar sea removido. A su vez, este corte serviría para realizar la infección bacteriana, pues se 

precisa justamente de una herida para que suceda el proceso de infección. En dicha herida se realizaron 

además pequeñas incisiones con el extremo de una aguja de jeringa, a los efectos de favorecer en mayor 

medida el ingreso de la bacteria. Finalmente, se embetunó la herida con el césped bacteriano y se 

colocaron en una cámara de crecimiento con un fotoperíodo de 16/8 h (luz/oscuridad), a 25°C y una 

radiación de 200 µmol de fotones.m-2.s-1 (Figura 7). Se monitoreó la aparición de callos de infección y hairy 

roots (HR) cada 5 días durante 15-20 días, tiempo suficiente para la aparición y crecimiento adecuado de 

HR para su evaluación (Kereszt et al. 2007). 

2.5.2 Transformación de K599 con Plásmidos de Sobreexpresión y Silenciamiento por Electroporación 

Para realizar la transformación de la bacteria por electroporación es necesario previamente 

generar bacterias electrocompetentes. Para ello se utilizó la colonia efectiva seleccionada previamente, 

la cual fue plaqueada en LB-agar con iguales condiciones mencionadas en el párrafo anterior, sin AS. Se 

preparó un inóculo de 5 mL a 28°C overnight en medio LB con Sm. Se pipetearon 10 µL del inóculo en 100 

mL de medio LB con Sm a 28°C durante 16-20 h en agitación a 180 rpm. Estas condiciones son suficientes 

para alcanzar una densidad óptica (DO) del cultivo a 550 nm de aproximadamente 1, condición necesaria 

para proseguir. Se realizaron tres centrifugaciones de 10 minutos a 3000g y a 4°C, descartando 

sobrenadante y manteniendo el pellet en hielo. Luego de cada centrifugación se agregaron 50 mL de 

glicerol 10% estéril y frío, excepto luego de la tercera que se agregaron 25 mL. Finalmente, se realizó una 

centrifugación de 5 minutos en iguales condiciones, se descartó el sobrenadante y se resuspendió el pellet 

en 0,5 mL de glicerol. Se hicieron alícuotas de 50 µL y se almacenaron a -80°C. El protocolo de 

electrocompetencia fue cedido por el Dr. Germán Robert del IFRGV, INTA, Córdoba, Argentina. 



36 
 

La transformación se hizo con un electroporador (Gene Pulse Xcell Total System, Biorad), usando 

el programa “Agrobacterium”. Se utilizó una alícuota de 50 µL de bacterias competentes obtenidas 

anteriormente a la cual se le adicionó 1 µL de ADN plasmídico (200 ng/µL) y se la traspasó a una cubeta 

de electroporador. Se incubó la cubeta durante 30 minutos en hielo, luego 90 segundos a 42°C y 

finalmente 2 minutos en hielo. Se colocó la cubeta en el electroporador y se aplicó un impulso eléctrico a 

2,4 kV, 200 ohm y 25 µF. Inmediatamente después se agregaron 200 µL de medio SOC y se incubaron las 

células durante 4 horas a 28°C. Finalmente, se plaquearon las células en medio LB-agar conteniendo Sm y 

los antibióticos adecuados según el plásmido, kanamicina 50 µg.µL-1, en los vectores de sobreexpresión, 

y espectinomicina 100 µg.µL-1, en el vector de edición génica. Si bien la presencia del vector podría ser 

evidenciada por haber crecido en selección, puede suceder la aparición de resistencia espontánea en 

colonias bacterianas, por lo que se chequeó y confirmó la inserción del vector mediante colony-PCR 

empleando primers para amplificar el gen DsRED. Las secuencias de dichos primers son las siguientes: 

GGATCAGATTGTCGTTTCC (DsRED Fw) y CACTGATAGTTTAATTCCCGATC (DsRED Rv), esperándose 

amplicones de aproximadamente 1800 pares de bases.  

Se utilizaron los plásmidos de sobreexpresión 35S:RUBY y pEAQHT-RED (Sainsbury et al. 2009), y 

el plásmido de knockout (KO) por edición génica piLuCAS-RED, este último generado y cedido por la Dra. 

Luciana Fleitas del Laboratorio de Biología Molecular Vegetal (FCien-Udelar). El 35S:RUBY presenta como 

marcador el RUBY que puede ser visualizado a simple vista, pues las HR positivas son de color violeta. Los 

plásmidos pEAQHT-RED y piLuCAS-RED contienen como marcador el DsRED, que puede ser visualizado 

bajo fluorescencia, para la selección de las hairy roots transformadas.  

2.5.3 Infección de plántulas, confirmación y evaluación de la transformación  

Se cultivó un césped bacteriano de cada bacteria transformada siguiendo los pasos establecidos 

en el apartado de selección de colonia efectiva. Paralelamente, se pusieron a germinar semillas de soja 

siguiendo los pasos mencionados anteriormente. Por un lado, se evaluó la eficiencia de cada construcción 

infectando cotiledones. Por otro lado, se infectaron plántulas con cada construcción para observar el 

funcionamiento del sistema de transformación en el material de interés. En este caso, las semillas se 

dejaron germinar durante 4-5 días, a efectos de que la radícula logre un crecimiento óptimo para el uso 

del sistema. En los casos que fue necesario se removió la testa de la semilla previó a la infección cuidando 

de herir los cotiledones, en algunas semillas la testa ya se encontraba desprendida totalmente.  

Para realizar la infección se hizo una incisión en forma de cuña a la altura del comienzo del 

hipocótilo, procurando que la profundidad del corte alcance los tejidos vasculares, esto es una 

profundidad apenas menor al 50% del diámetro del hipocótilo. En el corte se realizaron además pequeñas 

incisiones con una aguja justamente para favorecer la infección bacteriana. Se embetunó el corte con el 

césped bacteriano y se colocó en un tubo conteniendo medio de crecimiento ByD estéril (Broughton and 

Dilworth 1971). Dicho tubo se tapó con papel de aluminio al cual se le realizó un orificio para que ingrese 

la radícula. Asimismo, el aluminio ofició como soporte de los cotiledones. La herida infectada quedó por 

encima del aluminio. A su vez, dado que se quiere alta humedad (más del 80%) para la emergencia de las 

hairy roots, se colocó el tubo dentro un tubo más grande, el cual contenía agua. El tubo externo fue sellado 

con papel film para evitar pérdidas de humedad y mantener una atmósfera saturada. Cuando la plántula 

creció y alcanzó el nivel del film, se quitó el film y se colocó por fuera una bolsa transparente humedecida 

para evitar cambios bruscos de humedad ambiente y que estos perjudiquen a la planta en algún sentido. 
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Asimismo, se experimentó en un sistema de transformación de único tubo inmerso en atmósfera (TUTIA), 

el cual establece una atmósfera común para todos los tubos mediante el uso de una caja de plástico, con 

el objetivo de reducir tiempos y esfuerzos en la implementación del sistema, dado que en cada instancia 

de infección se deben realizar infecciones de entre 80 y 100 plántulas para aumentar la obtención de 

resultados positivos. 

Luego de 15-20 días las HR eran suficientemente grandes para observar bajo la lupa la 

fluorescencia de raíces transformadas positivas. Las raíces que no fueron positivas se removieron, así 

como la raíz principal. Inmediatamente, se probó si la planta podía sobrevivir y desarrollarse normalmente 

en maceta con sustrato en las condiciones de crecimiento utilizadas por el laboratorio y mencionadas 

anteriormente. Asimismo, se inocularon las plantas con B. elkanii U1302 para probar si la nodulación 

efectivamente ocurre en HR. 

3. RESULTADOS 

Los tratamientos analizados en este trabajo combinaron las condiciones de nodulación (N) y no 

nodulación (NN), y de plantas a capacidad de campo y con restricción hídrica (CC y RH, respectivamente). 

Plantas a capacidad de campo no presentaron restricciones hídricas en el sustrato, por ende, el 

tratamiento CC fue considerado el tratamiento control de la condición hídrica. De esta manera, los cuatro 

tratamientos estudiados fueron: plantas no noduladas a capacidad de campo (NN+CC), plantas no 

noduladas y con restricción hídrica (NN+RH), plantas noduladas a capacidad de campo (N+CC), y plantas 

noduladas con restricción hídrica (N+RH). Habiendo definido dichos tratamientos, los contrastes 

biológicos analizados fueron: i) N+RH vs N+CC, que evidencia el efecto de la restricción hídrica en plantas 

noduladas; ii) N+RH vs NN+RH, donde se estudia el efecto de la restricción hídrica en contextos de 

nodulación diferentes; iii) NN+RH vs NN+CC, en el cual se analizar el efecto de la restricción hídrica en 

plantas sin nodular; y iv) N+CC vs NN+CC, donde el efecto de la nodulación es analizado en plantas que 

siempre experimentaron condiciones hídricas óptimas. 

3.1 Caracterización hídrica de plantas de soja no noduladas y noduladas en diferente contexto hídrico 

Durante el período de restricción hídrica, todas las plantas -tanto plantas noduladas (N) como no 

noduladas (NN)- correspondientes a tratamientos involucrando sustrato con condiciones hídricas de 

capacidad de campo (CC) se mantuvieron a un porcentaje gravimétrico de agua de 40% (Figura 8A), 

porcentaje equivalente a CC. Las raíces de plantas a CC fueron cosechadas aleatoriamente durante el 

período de restricción hídrica (RH). Es así que se cosecharon plantas N+CC y NN +CC hasta el quinto y 

séptimo día del período de RH, respectivamente (Figura 8A). La conductancia estomática media de plantas 

a CC monitoreada durante el período de RH estuvo entre 176 y 249 mmol H2O m-2 s-1 en plantas N, y entre 

123 y 204 mmol H2O m-2 s-1 en plantas NN (Figura 8B). 
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Figura 8 Caracterización hídrica de todas las unidades experimentales utilizadas en el ensayo durante el período de restricción 
hídrica. A Contenido de agua en peso (HP) del sustrato en plantas mantenidas a Capacidad de Campo (CC), noduladas y no 
noduladas, arriba y abajo, respectivamente. B Variabilidad de la conductancia estomática (gsw) del segundo trifolio de plantas 
noduladas y no noduladas mantenidas a CC. C Contenido de agua en peso (HP) del sustrato en plantas con restricción hídrica (RH), 
noduladas y no noduladas, arriba y abajo, respectivamente. D Conductancia estomática en porcentaje con respecto a la 
conductancia estomática en el día inicial de la restricción hídrica (gsw0) del segundo trifolio de plantas noduladas y no noduladas, 
arriba y abajo, respectivamente. En todos los casos el tiempo en días luego de iniciado el período de restricción hídrica. 
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En el caso de plantas en RH, el porcentaje gravimétrico de agua del sustrato fue de 40% en el día 

0 de la restricción, disminuyendo hasta un valor promedio de 22% en el tercer día, y entre 7-13% entre el 

quinto y séptimo día (Figura 8C). La conductancia estomática de plantas en RH en el inicio de la restricción 

hídrica tuvo valores promedios entre 145 y 254 mmol H2O.m-2.s-1 en plantas N y entre 114 y 156 mmol 

H2O.m-2.s-1 en plantas NN. Para cada planta, el valor de conductancia estomática en el día inicial fue la 

referencia (100%) para posteriormente cosecharla cuando el valor promedio de conductancia alcanzara 

un valor igual o menor al 50% del valor inicial (Figura 8D). La conductancia promedio de plantas N+RH se 

mantuvo en torno al 100% hasta el cuarto día de la restricción hídrica (Figura 8D). En el caso de plantas 

NN+RH la conductancia estomática promedio fue alrededor del 100% hasta el primer día de la RH (Figura 

8D). En el segundo día de la RH, la primera planta NN+RH presentó valores de conductancia menores al 

50% del valor inicial (Figura 8D), umbral definido para su cosecha (Figura 9). En plantas N+RH esto sucedió 

en el tercer día de la RH (Figura 8D y Figura 9). El cuarto día de RH fue la fecha de cosecha promedio para 

todas las plantas en RH. Para plantas NN+RH el día promedio de cosecha fue el tercero de la RH. Mientras 

que para N+RH el día de cosecha promedio fue mayor, siendo éste el quinto día (Figura 9). 

 

 

Figura 9 Día de cosecha de plantas noduladas (N) y no noduladas (NN) en restricción hídrica (RH). El tiempo en días 
luego de iniciado el período de restricción hídrica. La línea central al cuarto día corresponde al día medio de cosecha 
de todas las plantas en RH. Puntos de mayor tamaño corresponden al día medio de cosecha según condición de 
nodulación. En amarillo plantas que fueron utilizadas para análisis RNA-seq. 
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3.2 Análisis de Datos de Secuenciación 

Una vez secuenciadas las dos fracciones de ARNm de cada réplica biológica se obtuvieron archivos 

fastq conteniendo entre 20 y 31 millones de paired-end reads. Luego de realizar la eliminación de 

adaptadores y control de calidad mediante Trimmomatic se retuvieron entre 19 y 30 millones de reads, 

haciendo ello un porcentaje de reads descartados de entre 2,8 y 6,8% (Tabla 1). Por otro lado, la tasa de 

mapeo de reads retenidos contra transcriptoma de referencia (GCF_000004515.6, Glycine max v4.0, sin 

ARNr) mediante el programa Salmon fue de entre 28 y 94%. Se observaron dos franjas de tasa de mapeo, 

una comprendida entre 28 y 54% y otra entre 88 y 94% (Tabla 1). Los mapeos entre 28 y 54% sucedieron 

todos en fracciones de ARNm PAR de una réplica biológica del tratamiento NN+CC, dos del NN+RH, una 

del tratamiento N+CC y tres del N+RH. Esta disminución del porcentaje de mapeo fue producto de que se 

mapeó contra transcriptoma excluyendo transcriptos codificantes para ARNr y, por ende, para las 

muestras mencionadas la depleción del ARNr no fue total. Las restantes cuatro fracciones PAR (dos 

NN+CC, una N+RH y una N+CC) presentaron tasas de mapeo entre 88 y 94% (Tabla 1). 

Tabla 1 Estadísticas descriptivas de procesamiento y mapeo de reads para cada muestra biológica y sus fracciones 
de ARN. 

Muestra Fracción de ARN # PE reads # PE reads retenidos % Reads descartados Tasa de mapeo (%) 

NN+CC.1 TOT 28724521 27835677 3.09 92.44 

NN+CC.1 PAR 21921840 21120617 3.65 32.56 

NN+CC.2 TOT 21753412 20264985 6.84 88.16 

NN+CC.2 PAR 22394571 21051722 6.00 92.08 

NN+CC.3 TOT 21810738 21114180 3.19 93.19 

NN+CC.3 PAR 22617433 21809961 3.57 39.34 

NN+RH.1 TOT 31556167 30146963 4.47 93.44 

NN+RH.1 PAR 31552221 30112902 4.56 88.41 

NN+RH.2  TOT 26705209 25876982 3.1 91.38 

NN+RH.2 PAR 20975297 20114247 4.11 34.58 

NN+RH.3  TOT 23536085 22833397 2.99 93.26 

NN+RH.3  PAR 20207273 19569084 3.16 94.05 

N+CC.1 TOT 23861620 23190883 2.81 92.02 

N+CC.1 PAR 24698171 23831711 3.51 40.99 

N+CC.2  TOT 24346013 23323586 4.2 91.52 

N+CC.2  PAR 21389089 20551342 3.92 41.46 

N+CC.3  TOT 22633413 21748412 3.91 88.31 

N+CC.3  PAR 23903868 23002868 3.77 28.62 

N+RH.1 TOT 24718265 23911783 3.26 92.74 

N+RH.1  PAR 24653064 23705724 3.84 46.76 

N+RH.2 TOT 27897774 27032943 3.1 90.79 

N+RH.2 PAR 29472901 28450341 3.47 54.09 

N+RH.3 TOT 31553305 29413819 6.78 90.13 

N+RH.3  PAR 21731838 20478608 5.77 93.01 

TOT: fracción de ARNm total. PAR: fracción de ARNm asociado a polisomas. PE: paired-end. Reads retenidos luego de 
procesamiento con Trimmomatic (versión 0.39, Bolger et al. 2014). Tasa de mapeo de reads retenidos contra transcriptoma de 
referencia sin ARNr (GCF_000004515.6, Glycine max v4.0, sin ARNr).  



41 
 

 

El rango de conteos “crudos” de genes, es decir directamente obtenidos de la cuantificación vía 

Salmon y sin realizar ningún procesado posterior, en todas las muestras fue entre 0 y 1 millón, con una 

mediana que varió entre 14 y 99 conteos (Figura 10A). En estos datos están incluidos los 59148 genes del 

genoma de soja obtenidos de la base de datos de NCBI. Luego de realizar un paso de filtrado de genes con 

al menos un conteo entre todas las muestras se retuvieron 43070 genes. En la Figura 10B, se muestra la 

dispersión de los conteos normalizados de dichos genes a lo largo de todas las muestras. Debido a que la 

normalización es un paso interno dentro del procesamiento mediante la función DESeq2 del paquete 

homónimo de R cuando se realiza el análisis de expresión diferencial se muestra cómo se visualizarían los 

conteos en dicho paso. El rango de conteos normalizados estuvo entre 0 y 3,2 millones, con una mediana 

entre 84 y 102 conteos (Figura 10B). Gracias a la normalización, las diferencias en cantidad de transcriptos 

por muestras quedan subsanadas.   
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Figura 10 Boxplots de conteos de genes obtenidos con Salmon y el paquete de R tximport para las fracciones de 
ARNm total (TOT) y ARNm asociado a polisomas (PAR) de cada tratamiento combinado (NN+CC, NN+RH, N+CC, 
N+RH). A Conteos “crudos”. B Conteos normalizados de genes con al menos un conteo entre todas las muestras. 
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3.3 Análisis de Componentes Principales 

El análisis exploratorio de datos de RNA-seq mediante análisis de matriz de distancias y análisis 

de componentes principales (PCA) (Figura 11A y B) mostró que las réplicas biológicas clusterizaron juntas. 

En la matriz de distancias (Figura 11A) se observó la formación de dos grandes clusters, agrupando por un 

lado a todas las muestras correspondientes al tratamiento de plantas noduladas en restricción hídrica 

(N+RH) y al resto de las muestras en otro grupo. Mediante el PCA no se observó efecto batch sobre los 

datos de secuenciación, es decir que no hubo efecto de la fecha o lote de secuenciación (Figura S1). A su 

vez, se observó que los cuatro tratamientos combinados se diferenciaron claramente en cuanto a la 

expresión génica (Figura 11B) y que las fracciones de ARNm total y asociado a polisomas (PAR) se ubicaron 

conjuntamente para cada una de las muestras biológicas (Figura 11B, círculos y triángulos, 

respectivamente). Esto devela la buena calidad de los datos y permite continuar con los análisis sin 

presentar ningún inconveniente extra.  
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Figura 11 Análisis descriptivo de los datos de RNA-seq. A Heatmap de distancias euclideanas entre muestras. Se 
incluyen las tres réplicas de cada tratamiento combinado (NN+CC, NN+RH, N+CC, N+RH) contemplando las fracciones 
de ARNm TOTAL y PAR. B Análisis de Componentes Principales. Dim1 y Dim2 refieren a las dimensiones 1 y 2, 
respectivamente.  TOT: fracción de ARNm total. PAR: fracción de ARNm asociado a polisomas. 
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La dimensión 1 (Dim1) del PCA explicó un 58,4% del total de la varianza separando las muestras 

por condición de nodulación, ubicándose en valores negativos los tratamientos que contemplaron una 

condición de nodulación (N+CC y N+RH), y en valores positivos los tratamientos de plantas que no fueron 

noduladas (NN+CC y NN+RH) (Figura 11A). Por otro lado, la dimensión 2 (Dim2) explicó un 21,2% de la 

varianza separando las muestras según condición hídrica, tomando valores negativos los tratamientos a 

capacidad de campo, es decir sin restricción hídrica (NN+CC y N+CC), y valores positivos los tratamientos 

que experimentaron restricción hídrica (NN+RH y N+RH) (Figura 11B). 

Lo anterior quedó sustentado cuando se realizó un análisis de enriquecimiento de procesos 

biológicos en los 50 genes que más contribuyeron a la generación de la Dim1 y de la Dim2 (Figura 12). 

Para la Dim1, se encontró que la mayoría de ellos correspondían a genes vinculados al proceso de 

nodulación como leghemoglobinas A, C1, C2 y C3, nodulinas tempranas y diversas nodulinas (Tabla 2). 

Estos genes presentaron valores negativos de Dim1, lo que significó que muestras ubicadas hacia la 

izquierda del gráfico (Figura 11B) presentaron una expresión mayor de dichos genes. Las muestras de los 

tratamientos de nodulación (N+CC y N+RH) quedaron ubicadas en dicho espacio. Asimismo, el proceso 

biológico de nodulación fue el mayor contribuyente en la generación de la Dim1 aportando 

aproximadamente un 30% de la variabilidad (Figura 12B). Los procesos de proteólisis, transporte de 

oxígeno, transporte de fosfato y regulación de la transcripción le siguieron en importancia jerárquica 

contribuyendo entre 3 y 8% en la variabilidad de la Dim1 (Figura 12B).  Esto indicaría que dichos procesos 

son importantes en el metabolismo de plantas noduladas. 

 

Figura 12 Análisis de enriquecimiento funcional de Gene Ontology (GO) sobre los principales genes que contribuyen en la 
generación de las dos primeras dimensiones del Análisis de Componentes Principales de datos de RNA-seq. (A) Análisis de 
Componentes Principales mostrando 50 genes que más contribuyen en las dimensiones 1 y 2. Se muestran coloreados según 
término GO anotado. (B) y (C) Procesos biológicos más contribuyentes en la generación de las dimensiones 1 y 2, respectivamente. 
ABA: ácido abscísico. 
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Tabla 2 Lista de genes anotados con proceso biológico de nodulación que más contribuyeron a la generación de la 
dimensión 1 del Análisis de Componentes Principales de datos de RNA-seq.  

Descripción GeneID GlymaID 

leghemoglobina A 100527427 Glyma_10G199100 

leghemoglobina C1 100785236 Glyma_10G199000 

leghemoglobina C2 100527379 Glyma_20G191200 

leghemoglobina C3 100527391 Glyma_10G198800 

nodulina temprana ENOD55-2 547770 Glyma_17G073400 

nodulina temprana-55-2-like 100784860 Glyma_02G204500 

nodulina temprana-70 100817841 Glyma_11G238500 

nodulina temprana-75 100775551 Glyma_08G131925 

nodulina temprana-93 547773 Glyma_06G216500 

nodulina-16 100527599 Glyma_02G265200 

nodulina-16-like 547914 Glyma_02G265400 

nodulina-16-like 106796780 Glyma_02G265300 

nodulina-20 100527279 Glyma_13G328800 

nodulina-21 547974 Glyma_05G121600 

nodulina-22 548101 Glyma_15G045000 

nodulina-23 547902 Glyma_20G024200 

nodulina-24 100527648 Glyma_14G052400 

nodulina-26 547904 Glyma_08G120100 

nodulina-26b (AA 1-213) 547905 Glyma_19G074000 

LOC100527289 no caracterizado 100527289 Glyma_01G122500 

GeneID: identificador de base de datos NCBI. GlymaID: identificador “Glyma” versión 4 utilizado en varias bases de 
datos genómicos. 

 

Por otro lado, los procesos de respuesta a estrés oxidativo y de desintoxicación de especies 

oxidantes fueron los dos más contribuyentes en la generación de la Dim2 explicando aproximadamente 

un 12% de la varianza de dicha dimensión (Figura 12C). Le siguieron en importancia jerárquica los procesos 

de catabolismo del peróxido de hidrógeno, respuesta al ácido abscísico y proteólisis, aportando entre 5 y 

7% de la variabilidad de la Dim2 (Figura 12C), indicando que, en las respuestas a déficit hídrico, 

independientemente de la condición de nodulación, dichos procesos biológicos serían relevantes. 

Asimismo, se encontró que dentro de los 50 genes que contribuyeron en mayor a medida a la generación 

de la Dim2, 14 genes estuvieron vinculados a procesos de respuesta a estrés (Figura 12A). Dentro de ellos 

se encontraron genes que codifican para dos dioxigenasas 9-cis-epoxicarotenoides NCED1 (enzima de la 

vía de biosíntesis del ABA), una proteína LEA5 y dos galactinol sintasas (Tabla 3) que presentaron valores 

positivos de la Dim2. Esto significó que la expresión de dichos genes estuvo asociada con los tratamientos 

de restricción hídrica, ya que dichos tratamientos (NN+RH y N+RH) quedaron ubicados en zonas positivas 

de la Dim2 (Figura 11B). Por otro lado, genes que codifican para cuatro receptores de ácido abscísico tipo 

PYL4, una glucosidasa y dos peroxidasas (Tabla 3) presentaron valores negativos de Dim2, significando 

que la expresión de dichos genes en los tratamientos de RH fue menor en comparación con los 

tratamientos que involucraron una condición hídrica de capacidad de campo. Por lo que dichos genes 

estarían teniendo relevancia en la modulación de las respuestas a estrés independientemente de la 

condición de nodulación. Es de importancia notar que en el listado de estos 14 genes asociados a 
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respuestas a estrés hay varios genes que codifican para una misma proteína, por ejemplo, los cuatro 

receptores de ABA tipo PYL4 (no se tratan de isoformas pues los loci son diferentes).  

Tabla 3 Lista de genes anotados con el proceso biológico de respuesta a estrés que más contribuyeron a la 
generación de la dimensión 2 del Análisis de Componentes Principales de datos de RNA-seq.  

Descripción GeneID GlymaID 

dioxigenasa 9-cis-epoxicarotenoide NCED1 (+) 100777166 Glyma_08G176300 

dioxigenasa 9-cis-epoxicarotenoide NCED1 (+) 100814399 Glyma_15G250100 

proteína contra desecación LEA 5 (+) 547885 Glyma_17G027400 

galactinol sintasa 2 (+) 100792129 Glyma_03G229800 

galactinol sintasa 2 (+) 100800249 Glyma_19G227800 

proteína 65 kDa inducida por bajas temperaturas (+) 100791989 Glyma_20G158500 

proteína proteasa aspártica (-) 100805846 Glyma_08G321200 

receptor ácido abscísico PYL4-like (-) 100798803 Glyma_02G261900 

receptor ácido abscísico PYL4-like (-) 100808416 Glyma_11G233300 

receptor ácido abscísico PYL4-like (-) 100804400 Glyma_14G056300 

receptor ácido abscísico PYL4-like (-) 121174020 Glyma_18G023966 

glucano endo-1,3-beta-glucosidasa (-) 547822 Glyma_03G132700 

peroxidasa 5 (-) 100815671 Glyma_09G277800 

peroxidasa 5 (-) 100796311 Glyma_09G284700 

GeneID: identificador de base de datos NCBI. (+) y (-) refieren a si los genes tomaron valores positivos y negativos 
en la dimensión 2, respectivamente. GlymaID: identificador “Glyma” versión 4 utilizado en varias bases de datos 
genómicos. 

 

3.4 Análisis de Expresión Diferencial de Genes 

Debido a que en el análisis exploratorio de los datos de secuenciación los tratamientos 

combinados quedaron diferenciados en cuanto a la expresión génica global (réplicas de un mismo 

tratamiento y fracciones de ARN de una misma réplica biológica se parecieron entre si), se procedió 

analizando la expresión diferencial de genes entre los diferentes tratamientos combinados. En primer 

lugar, se estudiaron los contrastes generales, es decir cómo los diferentes contextos de nodulación (N vs 

NN) independiente de la condición hídrica, y cómo las diferentes condiciones hídricas (RH vs CC) 

independientemente de los contextos de nodulación afectaron la expresión génica a nivel de 

transcriptoma y de traductoma (Figura 13). La restricción hídrica provocó una mayor alteración de la 

expresión génica frente a la nodulación ya que aproximadamente 2000 genes fueron diferencialmente 

expresados (DEGs), contabilizando tanto genes down-regulados como up-regulados, sea a nivel 

transcriptómico (Figura 13C) como traductómico (Figura 13D), en el contraste RH vs CC. Mientras que en 

el contraste N vs NN, aproximadamente 1700 y 1100 genes fueron DEGs a nivel transcriptómico y 

traductómico, respectivamente (Figura 13A y B).  

Por otra parte, la condición de nodulación provocó una notoria mayor inducción de genes en 

comparación contra la represión tanto a nivel de transcripción como de traducción, donde el número de 

genes up fue más del doble que el número de genes down en ambas fracciones (Figura 13A y B). En 

cambio, la condición de restricción hídrica provocó relativamente una mayor represión génica, aunque no 
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tan exacerbada, en donde existieron entre un 10 y 24% más de genes down-regulados que up-regulados 

en ambas fracciones de ARNm (Figura 13C y D). En otros términos, significa que la nodulación induce, en 

mayor medida, la activación de programas génicos y que la falta de agua reprime la expresión en mayor 

medida. 
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Figura 13 Respuestas transcripcionales y traduccionales. Volcano plots mostrando genes estables y genes diferencialmente 
expresados down- y up-regulados en el contraste global de plantas noduladas comparadas con plantas no noduladas a nivel 
transcripcional -TOTAL- (A) y traduccional -PAR- (B). C y D muestran mismas condiciones de genes para el contraste global entre 
plantas en déficit hídrico y plantas sin restricción hídrica, para las fracciones de ARNm TOTAL y PAR, respectivamente. E-H Gráficos 
de dispersión del fold change de genes en fracción PAR en función del fold change en fracción TOTAL para las comparaciones entre 
tratamientos combinados. E Contraste i) N+RH vs N+CC. F Contraste ii) N+RH vs NN+RH. G Contraste iii) NN+RH vs NN+CC. H 
Contraste iv) N+CC vs NN+CC. 
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Entrando más en detalle, se compararon los niveles de expresión génica en la fracción PAR 

(conjunto de ARNm asociados a polisomas) en función de los niveles en la fracción TOTAL (ARNm total) 

para cada uno de los cuatro tratamientos combinados: i) N+RH vs N+CC, ii) N+RH vs NN+RH, iii) NN+RH vs 

NN+CC y iv) N+CC vs NN+CC (Figura 13E, F, G y H). Cuando se analizó el set de DEGs con mayores valores 

de fold change (FC) a nivel traduccional en el contraste i, se encontraron genes vinculados al metabolismo 

de las hormonas ácido abscísico (ABA), etileno, giberelina y auxinas tales como genes que codifican para 

proteína tipo SAUR responsiva a auxina, ácido indol-3-acético (IAA) sintetasa GH 3.6, proteína regulada 

por auxinas, proteínas reguladas por giberelinas, 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) sintasa, así 

como factores de transcripción vinculados al metabolismo hormonal como ABI5 y ERF062 que responden 

al ABA y etileno, respectivamente. Esto indicaría que modular el metabolismo de hormonas en una planta 

nodulada y sometida a déficit hídrico es de importancia meridiana y que la regulación predomina a nivel  

traduccional. También se encontraron factores de transcripción de las familias bHLH y WRKY, receptores 

quinasas, transportadores de aminoácidos, iones y azúcares dentro de los genes con regulación 

traduccional preferencial en el contraste i (N+RH vs N+CC). Por otro lado, algunos DEGs que presentaron 

regulación mayoritariamente traduccional en el contraste ii (N+RH vs NN+RH) fueron genes que participan 

en el metabolismo de hormonas como proteínas con motivo VQ, proteínas tipo scarecrow y el factor 

responsivo a etileno ERN1, y genes vinculados a la biosíntesis de isoflavonoides y de pared celular, como 

por ejemplo la chalcona sintasa y proteínas relacionadas a la arabinogalactona, respectivamente.  

3.5 Identificación de DEGs preferenciales en cada tratamiento y nivel de regulación 

Posteriormente, para poder tener las identidades génicas que se expresaron diferencialmente 

exclusivamente en cada contraste y fracción de ARNm estudiadas (o conjuntamente entre contrastes y 

fracciones) se intersecaron las listas de DEGs obtenidas para cada situación. Es decir, se intersecaron las 

listas de DEGs de las fracciones TOTAL y PAR de un contraste, obteniendo así los genes que presentaron 

regulación transcripcional o traduccional exclusiva y genes con regulación a ambos niveles para un 

contraste. Dicho proceso se hizo para DEGs down- y up-regulados por separado. A su vez, dichas listas 

DEGS se intersecaron entre contrastes de forma de remover de cada lista genes que fueron 

diferencialmente expresados debido al efecto biológico de un tratamiento (por ejemplo, el efecto de la 

restricción hídrica) y no del tratamiento combinado.  

Por un lado, y poniendo en ejemplo, las listas del contraste i (N+RH vs N+CC), que evidencia el 

efecto de la restricción hídrica en un contexto de nodulación, se intersecaron con las listas del contraste 

iii, que muestra el efecto de la restricción hídrica en un contexto de no nodulación, a efectos de obtener 

los DEGs que se debieron a un efecto de la restricción hídrica independientemente del contexto de 

nodulación y de los DEGs preferenciales de cada contraste (Figura 14). Esto resultó en la obtención, por 

ejemplo, de 463 y 56 DEGs up-regulados a nivel traduccional (PAR) en el contraste i y ii, respectivamente, 

y 5 DEGs con regulación PAR compartidos entre ambos contrastes (Figura 14A). A su vez, cuando se 

observó la cantidad de genes con regulación traduccional preferencial con respecto a la cantidad total 

exclusiva de cada contraste, independientemente del estado, se vio que la cantidad fue mayor en el 

contraste i (N+RH vs N+CC) que en el contraste iii (NN+RH vs NN+CC), representando un 27% y un 15%, 

respectivamente (Figura 14A y C). Esto indica que bajo condiciones de déficit hídrico una planta nodulada, 

además de presentar mayor número de DEGs, estaría presentando mayor cantidad de DEGs relativos con 

regulación traduccional en comparación con una planta no nodulada. 
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Figura 14 Diagramas de Venn intersecando listas de DEGs en los diferentes contrastes de tratamientos combinados. 
A y C Intersección de listas de DEGs a nivel transcripcional (TOTAL) y traduccional (PAR) entre los contrastes i) N+RH 
vs N+CC y iii) NN+RH vs NN+CC, para DEGs up- y down-regulados respectivamente. B y D Intersección de listas de 
DEGs a nivel transcripcional (TOTAL) y traduccional (PAR) entre los contrastes ii) N+RH vs NN+RH y iv) N+CC vs NN+CC, 
para DEGs up- y down-regulados respectivamente. 

 

Por otro lado, se repitió el proceso pero entre los contrastes ii (N+RH vs NN+RH) y iv (N+CC vs 

NN+CC). El contraste ii evidencia la respuesta al déficit hídrico de plantas noduladas respecto a plantas no 

noduladas. Mientras que el contraste iv evidencia la respuesta de las plantas al proceso de nodulación sin 

involucrar restricción hídrica. De esta manera se logró discriminar entre genes que fueron DEGs comunes 

debido a la nodulación (N+RH y N+CC), y genes que fueron DEGs debido a cada tratamiento combinado 

(N+RH, por un lado, y N+CC por otro) (Figura 14B y D). Por ejemplo, se obtuvieron 52 y 90 DEGs up-

regulados a nivel traduccional en el contraste ii y iv, respectivamente, y 3 DEGs compartidos entre ambos 

contrastes, también con regulación traduccional (Figura 14B y D). El contraste ii (N+RH vs NN+RH) y el 

contraste iv (N+CC vs NN+CC) presentaron un 11% y un 19% de genes con regulación traduccional 

preferencial, independientemente del estado, relativos a la cantidad total exclusiva de cada contraste, 

respectivamente (Figura 14B y D), siendo dichos porcentajes menores que en el contraste i y mayores que 

en el ii.  
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3.6 Análisis de Red de Co-expresión Génica Ponderada (WGCNA) 

A los efectos de detectar módulos de genes y genes candidatos en las respuestas a los diferentes 

tratamientos, particularmente en las respuestas de plantas noduladas y en déficit hídrico, se construyó 

una red de co-expresión génica. Para realizar el WGCNA se utilizaron las 24 muestras correspondientes a 

las réplicas de los cuatro tratamientos combinados y las dos fracciones de ARNm de cada uno. Se utilizaron 

los conteos de un total de 26356 genes en el análisis, los cuales resultaron de retener aquellos genes que 

presentaron al menos 50 conteos totales en un mínimo de 12 muestras. El valor de potencia utilizado en 

la función de adyacencia para la construcción de la red de co-expresión génica ponderada fue de nueve, 

ya que dicho valor satisface el criterio de topología libre de escala, lo que significa que el valor de R2 del 

modelo de topología ajustado con dicha potencia superó el umbral de 0,80 (Figura S2). Esto resultó en la 

construcción de 33 módulos de co-expresión génica más un módulo restante (módulo 0) que agrupa los 

genes que no pudieron clasificarse dentro de ninguno de los módulos restantes (Figura 15). El número de 

genes contenidos en cada módulo estuvo entre 30 y 5494, siendo el módulo 1 y el módulo 33 los módulos 

con mayor y menor cantidad de genes, respectivamente (Figura 15). Los módulos fueron posteriormente 

agrupados en clusters de acuerdo al perfil de expresión de sus eigengenes (ME), resultando en un total de 

nueve clusters definidos en función del índice Silhouette (Figura S3).  
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Figura 15 Red de co-expresión génica, a nivel de ARNm total y asociado a polisomas, de plantas de soja sujetas a 
cuatro tratamientos combinando condiciones de nodulación e hídricas. Heatmap clusterizado del perfil de 
expresión del eigengene de cada módulo (ME) en los tratamientos mencionados (NN+C, NN+E, N+C, N+E) y fracciones 
de ARNm total (TOT) y asociado a polisomas (PAR). La escala representa la expresión génica promedio normalizada 
de cada ME. Se muestra el número de cada réplica biológica y el número total de genes en cada módulo.  

El módulo 0 (M0) conformó un único cluster ya que el perfil de expresión de su eigengene (ME0) 

no agrupó con ningún otro módulo. El cluster compuesto por los ME10, ME29, ME32, ME19 y ME31 fue 

conformado de acuerdo a la expresión de sus genes en función del contexto de nodulación. Esto sucedió 

ya que la expresión de dichos ME fue mayor en los tratamientos combinados N+CC y N+RH en 

comparación con los tratamientos de no nodulación, y puede ser visualizado por un color más violeta en 
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la (Figura 15). A su vez, la expresión promedio de los genes ubicados en dichos genes fue menor en el 

tratamiento NN+RH (expresión más verde) (Figura 15). Dentro de dicho cluster se encontró el ME32, el 

cual fue también el ME que tuvo la mayor correlación negativa con el tratamiento NN+RH (Figura 16). Es 

decir que genes ubicados en el módulo 32 presentaron una expresión más baja en el tratamiento de 

plantas no noduladas sometidas a déficit hídrico.  

 

Figura 16 Correlación de Pearson entre eigengenes (ME) y los diferentes tratamientos combinados. Se muestran 
las seis correlaciones principales para cada tratamiento combinado. En tonos violáceos las correlaciones positivas y 
en verdes las negativas. Entre paréntesis se muestra el p-valor de cada correlación. 

 

Un tercer cluster quedó conformado por los ME5, ME26, ME17 y ME18, en el cual se observaron 

mayores valores de expresión promedio en las muestras de fracciones de ARNm asociado a polisomas en 

todos los tratamientos, viéndose la mayor expresión en plantas no noduladas en restricción hídrica 

(NN+RH) (Figura 15). Por su parte, un cuarto cluster compuesto por los ME15, ME4, ME7, ME6, ME27, 

ME21 y M22 puede ser visto como un cluster con genes de menor expresión génica promedio en la 

condición de restricción hídrica, ya que para los tratamientos NN+RH y N+RH se observaron tonos más 

verdes en el heatmap (Figura 15). A su vez, de dicho cluster se pudo interpretar que los ME15, ME4 y ME7 

presentaron una mayor expresión en plantas no noduladas a capacidad de campo (NN+CC). Asimismo, el 

ME7 correlacionó positivamente con el tratamiento combinado NN+CC (Figura 16). La expresión de los 

ME15, ME4 y ME7 disminuyó en el resto de los tres tratamientos combinados, siendo mayor dicha 

disminución en la restricción hídrica de plantas noduladas (N+RH) (Figura 15). Esto quedó confirmado en 

la Figura 16, donde se observó que los ME4 y ME7 correlacionaron negativamente con N+RH.  

De forma opuesta al anterior cluster, un quinto cluster compuesto por los ME8, ME20, ME9 y 

ME24 incluyó genes preferencialmente expresados en condiciones de restricción hídrica (NN+RH y N+RH), 

siendo mayor la expresión promedio en N+RH (Figura 15). Los ME20 y ME8 presentaron correlaciones 

positivas con N+RH (Figura 16). Finalmente, el cluster comprendido por los ME33, ME2, ME13 y ME28 

presentó expresiones más bajas en el tratamiento de plantas noduladas y a capacidad de campo (N+CC) 

(Figura 15), en donde el ME28 correlacionó negativamente con el tratamiento N+CC (Figura 16). 

Además de la representación de los ME (perfil de expresión promedio) es útil visualizar la 

interconexión de la co-expresión mediante una visualización de redes. Para ello se realizó la 

representación topológica de la red construida mediante WGCNA, la cual está proyectada en la Figura 17. 
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A excepción de genes del módulo 28, genes de todos los módulos presentaron un valor de solapamiento 

topológico mayor a 0,15, umbral utilizado para poder graficar la red, por lo que dichos módulos se 

visualizan en la red. De esta manera, la red se conformó por 12848 nodos, que representan genes, y 

3951052 aristas, que representan la conexión entre genes. Las aristas no fueron graficadas debido a 

limitaciones computacionales. 

 

 

Figura 17 Red de co-expresión génica ponderada (WGCNA). Se proyecta la red de solapamiento topológico obtenida 
mediante WGCNA coloreando genes en función del módulo de expresión al que pertenecen (M). De los 34 módulos 
obtenidos, el M28 no se visualiza debido a un bajo valor de solapamiento topológico (<0,15) de los genes que lo 
integran. Cada nodo representa un gen, existiendo un total de 12848 nodos. 

3.7 Análisis de WGCNA+DEGs 

A los efectos de analizar las respuestas diferenciales de plantas de soja en los diferentes 

tratamientos se cruzó la información obtenida en el WGCNA con los DEGs de cada contraste y estado de 

regulación (up- o down- regulado). En primer lugar, se localizaron los DEGs comunes a restricción hídrica 

(contrastes i y iii, N+RH vs N+CC y NN+RH vs NN+CC) y los DEGs comunes a nodulación (contastes ii y iv, 

N+RH vs NN+RH y N+CC vs NN+CC) en los módulos de la red de co-expresión (Tabla S1). En el caso de DEGs 

comunes a RH, se ubicaron mayoritariamente en los módulos M4, M7, M8 y M23, por lo que estos 

módulos podrían estar asociados a respuestas a estrés, y en el caso de DEGs comunes a nodulación se 

ubicaron prácticamente exclusivamente en el módulo M10 (Tabla 4). 
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Tabla 4 Cantidad de genes expresados diferencialmente a nivel transcriptómico (TOTAL) y traductómico (PAR) 
comunes a déficit hídrico -contrastes i) y iii)- y a nodulación -contrastes ii) y iv)- de acuerdo a su localización en 
módulos de co-expresión génica (M) de la red de WGCNA. 

Contrastes Estado Nivel de regulación M4 M7 M8 M10 M23 

i) N+RH vs N+CC 
y 

iii) NN+RH vs NN+CC 

Down 

TOTAL 17 7 2 0 8 (5) 

PAR 5 (1) 3 1 0 1 

TOTAL+PAR 144 (84) 50 (21) 4 (2) 0 0 

Up 

TOTAL 6 0 0 0 0 

PAR 1 0 1 0 0 

TOTAL+PAR 34 (14) 1 16 (7) 0 0 

ii) N+RH vs NN+RH  
y 

iv) N+CC vs NN+CC 

Down 

TOTAL 2 (1) 2 0 2 1 (1) 

PAR 0 0 0 1 0 

TOTAL+PAR 4 (4) 9 (4) 0 5 0 

Up 

TOTAL 2 1 1 6 (1) 3 

PAR 0 0 0 1 0 

TOTAL+PAR 1 0 0 113 (63) 0 

Se muestra si los genes fueron up-regulados (Up) o down-regulados (Down). Entre paréntesis se muestra el número 
de genes diferencialmente expresados que además fueron hub del módulo correspondiente. Genes hub fueron 
definidos como el 10% de los genes con mayor conectividad intramodular. 

 

Por otro lado, se localizaron los DEGs exclusivos de cada contraste en los módulos de co-expresión 

y fueron proyectados en la red de co-expresión (Figura 18). La mayor cantidad de DEGs del contraste i 

(N+RH vs N+CC), que involucró la respuesta a la restricción hídrica de plantas noduladas, se localizaron en 

los módulos M1, M4, M7, M8 y M20 (Figura 18; Tabla 5; Tabla S2). En el caso del contraste ii (N+RH vs 

NN+RH), aquel que involucró las respuestas de plantas frente a restricción hídrica en diferentes contextos 

de nodulación, los DEGs se ubicaron en su mayoría en los módulos M4, M15, M19 y M32 (Figura 18; Tabla 

5; Tabla S2).  Los DEGs obtenidos en el contraste entre plantas no noduladas en diferente condición hídrica 

(contraste iii, NN+RH vs NN+CC) se localizaron preferencialmente en los módulos M7, M17, M18 y M24 

(Figura 18; Tabla 5; Tabla S2). Por su parte, los DEGs del contraste que permitió evidenciar respuestas al 

proceso de nodulación en plantas sin restricción hídrica (contraste iv, N+CC vs NN+CC) se localizaron en 

los módulos M7, M10, M21 y M28 (Figura 18; Tabla 5; Tabla S2).  
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Tabla 5 Módulos (M) de la red de WGCNA con mayor cantidad de genes diferencialmente expresados en los 
contrastes biológicos analizados. 

Contraste Estado 
Nivel de 

regulación 
M1 M4 M7 M8 M19 M20 

i) 
N+RH 

 vs  
N+CC 

Down 

TOTAL 8 60 (2) 21 (1) 19 0 8 (1) 

PAR 2 70 (4) 19 (6) 11 0 8 

TOTAL+PAR 3 240 (57) 43 (19) 20 (3) 0 21 (1) 

Up 

TOTAL 4 49 2 33 (5) 0 6 (1) 

PAR 228 (99) 63 (1) 0 22 (5) 0 18 

TOTAL+PAR 31 (1) 158 (20) 3 120 (42) 0 51 (23) 

ii) 
N+RH 

 vs  
NN+RH 

Down 

TOTAL 5 82 (31) 16 (2) 6 (1) 0 1 

PAR 2 14 (5) 6 (1) 0 0 0 

TOTAL+PAR 1 126 (61) 35 (8) 2 (1) 0 0 

Up 

TOTAL 14 (1) 28 (4) 2 (1) 6 27 (11) 1 (1) 

PAR 2 14 (3) 1 3 (1) 7 (1) 0 

TOTAL+PAR 4 31 (9) 4 7 (1) 11 (4) 1 

iii) 
NN+RH 

 vs  
NN+CC 

Down 

TOTAL 4 9 25 (2) 4 0 2 

PAR 0 4 15 (3) 2 1 0 

TOTAL+PAR 0 8 51 (10) 0 0 0 

Up 

TOTAL 3 6 7 3 0 0 

PAR 6 2 1 7 0 2 

TOTAL+PAR 1 2 3 2 0 0 

iv) 
N+CC 

 vs  
NN+CC 

Down 

TOTAL 5 7 12 (4) 6 (1) 0 3 (1) 

PAR 4 0 17 (1) 1 0 2 

TOTAL+PAR 3 4 28 (10) 4 (1) 0 2 

Up 

TOTAL 6 6 5 2 8 1 

PAR 1 1 2 0 5 0 

TOTAL+PAR 1 0 7 0 2 0 
Se muestra si los genes fueron up-regulados (Up) o down-regulados (Down). Entre paréntesis se muestra el 
número de genes diferencialmente expresados que además fueron hub del módulo correspondiente. Genes hub 
fueron definidos como el 10% de los genes con mayor conectividad intramodular. 
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Figura 18 Localización de DEGs, a nivel de los cuatro contrastes estudiados y en ambas fracciones de ARNm (TOTAL 
y/o PAR), dentro de la red de co-expresión génica ponderada. En rojo, genes up-regulados. En azul, genes down-
regulados. A Contraste i) N+RH vs N+CC. B Contraste ii) N+RH vs NN+RH. C Contraste iii) NN+RH vs NN+CC. D Contraste 
iv) N+CC vs NN+CC. 

 

Interesantemente, se encontraron dos módulos que presentaron genes que en su mayoría 

revirtieron su estado de regulación en diferentes contrastes. El M21 es uno de ellos y presentó genes que 

se up-regularon en una planta nodulada frente una no nodulada cuando no experimentaron restricciones 

hídricas (contraste iv, N+CC vs NN+CC), pero que se reprimieron cuando la planta nodulada experimentó 

restricción hídrica (contraste ii, N+RH vs N+CC) independientemente del nivel de regulación (Tabla 6). 

Asimismo, el M32 presentó genes que se reprimieron cuando plantas no noduladas se sometieron a 

restricción hídrica (contraste iii, NN+RH vs NN+CC), pero que se indujeron cuando la restricción hídrica 

fue analizada en diferentes contextos de nodulación (contraste ii, N+RH vs NN+RH). En este caso, la 

reversión de estado de estos DEGs sucedió a nivel de regulación mixta (TOTAL+PAR) (Tabla 6). 
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Tabla 6 Módulos (M) de la red de WGCNA que presentaron genes diferencialmente expresados que revierten su 
estado (up- o down-regulado) entre alguno de los contrastes biológicos analizados. 

Contraste Estado Nivel de regulación M21 M32 

i) 
N+RH 

 vs  
N+CC 

Down 

TOTAL 15 (1) 0 

PAR 13 (2) 0 

TOTAL+PAR 39 (18) 0 

Up 

TOTAL 0 0 

PAR 3 1 

TOTAL+PAR 1 0 

ii) 
N+RH 

 vs  
NN+RH 

Down 

TOTAL 0 0 

PAR 0 0 

TOTAL+PAR 0 1 

Up 

TOTAL 0 1 

PAR 0 1 

TOTAL+PAR 0 20 (6) 

iii) 
NN+RH 

 vs  
NN+CC 

Down 

TOTAL 0 2 

PAR 0 0 

TOTAL+PAR 0 17 (6) 

Up 

TOTAL 0 1 

PAR 0 0 

TOTAL+PAR 0 1 

iv) 
N+CC 

 vs  
NN+CC 

Down 

TOTAL 4 0 

PAR 3 0 

TOTAL+PAR 1 0 

Up 

TOTAL 22 (1) 0 

PAR 8 (2) 0 

TOTAL+PAR 53 (19) 0 

Se muestra si los genes fueron up-regulados (Up) o down-regulados (Down). Entre paréntesis se muestra el 

número de genes diferencialmente expresados que además fueron hub del módulo correspondiente. Genes hub 

fueron definidos como el 10% de los genes con mayor conectividad intramodular. 

 

En función de los módulos mencionados que presentaron mayor cantidad de DEGs en cada 

contraste, se seleccionaron los módulos M4, M7, M8, M10 y M23 para análisis de DEGs comunes a 

restricción hídrica y comunes a nodulación (Tabla 4) y los módulos M1, M4, M7, M8, M20, M21 y M32 

para posteriores análisis de DEGs provenientes de cada contraste (Tabla 5; Tabla 6). En ambas situaciones 

se discriminó el nivel de regulación (transcripcional, traduccional o mixta) de los DEGs. De esta manera, 

los DEGs comunes en restricción hídrica presentaron regulación mixta preferencial, en donde los genes 

up-regulados se localizaron en los módulos M4 y M8, con 34 y 16 DEGs up-regulados, respectivamente 

(Tabla 4). Mientras que los genes down-regulados comunes en restricción hídrica con regulación mixta se 

localizaron en los módulos M4 y M7, con 144 y 50 DEGs down-regulados, respectivamente (Tabla 4). 

Respecto a DEGs comunes a nodulación, también presentaron regulación mixta preferencial, casi en su 

totalidad up-regulados y fueron co-localizados en el M10, con un total de 133 genes con dichas 

características (Tabla 4). 
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Por otro lado, con respecto a DEGs obtenidos para cada contraste biológico, es de destacar varios 

aspectos. En primer lugar, que en el M7 se localizaron en su mayoría genes que fueron down-regulados 

en todos los contrastes (Tabla 5). El número de DEGs down-regulados, independientemente del nivel de 

regulación, del M7 fue de 83, 57, 91 y 57 en los contrastes i, ii, iii y iv, respectivamente (Tabla 5). En 

segundo lugar, en el M4 se localizaron preferentemente DEGs, tanto down- como up-regulados e 

independientemente del nivel de regulación, provenientes de los contrastes i y ii, es decir, del efecto de 

la restricción hídrica en una planta nodulada, y del efecto de la restricción hídrica en diferentes contextos 

de nodulación (Tabla 5). El número de DEGs con dichas características fue de 640 y 295 en los contrastes 

i y ii, respectivamente. En tercer lugar, los DEGs del M20 provinieron casi exclusivamente del contraste i 

(N+RH vs N+CC). Dichos DEGs fueron down- o up-regulados, siendo un total de 112 genes 

independientemente del nivel de regulación (Tabla 5). En cuarto lugar, la mayoría de los DEGs co-

localizados en el M8 correspondieron al contraste i y fueron up-regulados, siendo ellos un total de 175 

genes (Tabla 5). En quinto y último lugar, el 70% de los DEGs del M1 (228 de 338) presentaron regulación 

traduccional exclusiva (PAR), los cuales se obtuvieron de genes up-regulados del contraste i (Tabla 5).  

Por otro lado, el M21 presentó 83 DEGs up-regulados en plantas noduladas frente a no noduladas 

sin restricción hídrica (contraste iv, N+CC vs NN+CC) y 67 DEGs down-regulados cuando plantas noduladas 

fueron sometidas a restricción hídrica (N+RH vs N+CC) (Tabla 6). De ellos, 55 genes revirtieron su estado 

de regulación (down- o up-), independientemente del nivel de regulación, en los contrastes mencionados 

(i y iv). Con respecto al M32, se localizaron 17 DEGs que fueron down-regulados en el contraste iii (NN+RH 

vs NN+CC), y 20 DEGs up-regulados en el contraste ii (N+RH vs NN+RH) (Tabla 6), en ambos con una 

regulación mixta, de los cuales 17 revirtieron su estado de regulación. 

3.8 Análisis de Enriquecimiento de Procesos Biológicos, Vías Metabólicas e Interacciones Proteína-

Proteína en Módulos de Co-expresión 

Se realizaron análisis de enriquecimientos de procesos biológicos mediante Gene Ontology (GO) 

en módulos de co-expresión seleccionados previamente (M10, M4, M7, M20, M8 y M1) con el objetivo 

de englobar las respuestas de co-expresión y comprender qué procesos están teniendo respuestas 

similares entre tratamientos. El M10 fue seleccionado debido a la exclusividad de DEGs en tratamientos 

de nodulación. El M7 lo fue debido presentar preferencia de genes que reprimen su expresión en todos 

los contrastes. El M4 debido a presentar DEGs preferencialmente en los contrastes i y ii. Los M20 y M8 

fueron seleccionados debido a la preferencia de la localización de DEGs en el contraste i, y el M1 lo fue 

debido a la alta exclusividad de DEGs con regulación traduccional exclusiva que localizaron en él. Con los 

DEGs co-localizados en cada uno de los módulos se realizaron redes de interacción proteína-proteína 

(PPI), y posterior análisis de enriquecimiento GO y de vías KEGG cuando fue posible, es decir cuando la 

red presentó interacciones significativas mayores a las esperadas en un set de proteínas tomadas al azar 

del genoma con igual tamaño que el entregado a String para realizar la PPI. 

3.8.1 DEGs comunes a nodulación y comunes a estrés 

Debido a que los tratamientos aplicados en el estudio fueron los de nodulación y déficit hídrico, 

se analizó la localización de DEGs comunes a uno u otro tratamiento en módulos de co-expresión. Es así 

que, en el M10, módulo común a tratamientos de nodulación, los procesos biológicos de respuesta a 

estímulos, transporte transmembrana, regulación de compuestos con bases nucleotídicas y nodulación 
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fueron los procesos que presentaron mayor cantidad de conteos significativos (Figura 19A). Cuando se 

construyó una red de interacciones proteína-proteína (PPI) para los 113 DEGs up-regulados comunes a 

nodulación se encontró que justamente la nodulación fue el único término GO sobrerrepresentado (Figura 

19B). Dicha red mostró interacción entre proteínas, las cuales fueron las leghemoglobinas A, C1, C2 y C3 

y nodulinas 21, 22 y 44, todas proteínas claves en el proceso de nodulación (Figura 19B). 

 

Figura 19 Análisis de enriquecimiento funcional en módulo de co-expresión número 10 (M10). A Enriquecimiento 
de Procesos Biológicos (PB) de Ontología de Genes (GO) en la totalidad de genes del M10. Se muestran los diez 
términos con mayor cantidad de conteos significativos (p-valor < 0.05). B Red de interacción proteína-proteína 
obtenida a partir de los genes up-regulados comunes a nodulación co-localizados en M10 (Tabla 4, contrastes ii y iv). 
La red se construyó utilizando STRING (Szklarczyk et al. 2021). 
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Por otro lado, para los DEGs comunes a estrés se realizó una red PPI utilizando los DEGs de los 

módulos 4, 7, 8 y 23 (Tabla 4; Figura 20). El transporte transmembrana fue un proceso sobrerrepresentado 

en esta red, en el cual existió interacción entre transportadores de amonio y de nitrato, todos down-

regulados, y un transportador de cloruro up-regulado. A su vez, dentro de los términos 

sobrerrepresentados en esta red se encontró el proceso de modificación de pared celular, y vías de 

biosíntesis de fenilpropanoides, señalización vía MAPK y transducción de señales mediada por hormonas 

(Figura 20). Con respecto a las modificaciones de pared, cuatro genes que codifican para pectinesterasas 

y uno para poligalacturonasa fueron reprimidos en condiciones de déficit hídrico. Para la biosíntesis de 

fenilpropanoides, se encontró una glicosiltransferasa como nodo central que interacciona con 13 

peroxidasas, todas down-reguladas. Asimismo, la transducción de señales mediada por ABA también 

presentó genes down-regulados, encontrándose cuatro receptores de ABA tipo PYL4, uno tipo PYL6 y una 

alfa-dioxigenasa. Esto sugiere que independientemente de la nodulación o no, el transporte 

transmembrana, la señalización mediada por ABA y las modificaciones de pared celular son procesos que 

experimentan represión de genes en condiciones de restricción hídrica. 

 

 

Figura 20 Análisis de enriquecimiento funcional en red de interacción proteína-proteína para el set de genes 
diferencialmente expresados comunes a tratamientos de restricción hídrica (N+RH vs N+CC y NN+RH vs NN+CC, 
contrastes i y iii, respectivamente). Se utilizaron genes que localizaron en módulos de co-expresión M4, M7, M8, 
M10 y M23 (Tabla 4; Tabla S2). Nodos en azul y rojo representan genes down- y up-regulados, respectivamente, 
independientemente de la fracción de ARNm. GO-PB: Proceso Biológico de Ontología de Genes. La red se construyó 
utilizando Cytoscape (Smoot et al. 2011) y STRING (Szklarczyk et al. 2021). 
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3.8.2 DEGs preferenciales de cada contraste 

Gracias al análisis combinado de WGCNA y DEGs se identificó un módulo de co-expresión génica 

que presentó DEGs down-regulados en todos los contrastes analizados, tanto a nivel transcripcional y/o 

traduccional. Dicho módulo, el M7, puede entenderse como un módulo preferentemente de genes en los 

que su expresión y asociación a polisomas fue reprimida cuando existió la presencia de un estímulo sobre 

la planta. Esto es así ya que en cada contraste se estudia el efecto de un estímulo sobre una condición que 

no lo presenta. En el contraste iv (N+CC vs NN+CC) el estímulo es el efecto biótico de la nodulación, en los 

contrastes i (N+RH vs N+CC) y iii (NN+RH vs NN+CC) el estímulo es el efecto abiótico de la restricción 

hídrica (en contextos de nodulación diferente). Mientras que en el contraste ii (N+RH vs NN+RH) el 

estímulo diferencial es la nodulación, pues en ambos tratamientos las plantas estuvieron sometidas a 

déficit hídrico. Cuando se analizó el enriquecimiento funcional sobre la totalidad del módulo se encontró 

que estuvo enriquecido mayoritariamente en los procesos biológicos de respuesta a estrés, regulación de 

la transcripción, fosforilación de proteínas, ubiquitinación proteica y biosíntesis de flavonoides y de 

fenilpropanoides (Figura 21A).  
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Figura 21 Análisis de enriquecimiento funcional en módulo de co-expresión número 7 (M7). A Enriquecimiento de 
Procesos Biológicos (PB) de Ontología de Genes (GO) en la totalidad de genes del M7. Se muestran los diez términos 
con mayor cantidad de conteos significativos (p-valor < 0.05). B Red de interacción proteína-proteína obtenida a 
partir de los genes diferencialmente expresados down-regulados en todos los contrastes co-localizados en el M7 
(Tabla 5). La red se construyó utilizando STRING (Szklarczyk et al. 2021). 
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En la red PPI de todos los genes del M7 que estuvieron down-regulados, independientemente del 

nivel de regulación, en los cuatro contrastes se observó la sobrerrepresentación principalmente de la vía 

KEGG biosíntesis de metabolitos secundarios, dentro de la cual el proceso de biosíntesis de flavonoides y 

la vía de biosíntesis de fenilpropanoides se encontraron sobrerrepresentadas (Figura 21B). Con respecto 

a genes con rol en la biosíntesis de metabolitos secundarios se encontró una trehalosa 6-P fosfatasa, una 

fructosa-bisfosfato aldolasa, una glicinol 4-dimetilaliltransfersa, una Mg-protoporfirina quelatasa (cataliza 

la inserción de Mg en la protoporfirina) y dos cisteína sintasas. Por su parte, genes que codifican para una 

glicosiltransfersas, una proteína con dominio PKS-ER (funciones policétido eniolreductasa sintasa) y seis 

peroxidasas fueron genes down-regulados de la vía de biosíntesis de fenilpropanoides. Asimismo, genes 

de la vía de biosíntesis de flavonoides que reprimen su expresión debido a estímulo fueron tres chalcona 

sintasas, dos chalcona-flavonona isomerasas, una isoflavona sintasa, una epimerasa y una 2-

hidroxiisoflavonona dehidratasa. Es así que disminuir la expresión de determinados genes asociados al 

metabolismo secundario pareciera ser una respuesta conservada en los cuatro contrastes biológicos 

estudiados. 

Otras vías que presentaron represión de la expresión génica debida a la existencia de un estímulo 

y que se encontraron en la red PPI del M7 fueron la vía de señalización activada por etileno, la señalización 

mediada por MAPK y el metabolismo del nitrógeno (Figura 21B). Respecto al metabolismo del nitrógeno 

se encontraron genes que codifican para una nitrato reductasa y dos transportadores de amonio. 

Mientras que para las vías de señalización se encontraron down-regulados dos factores de transcripción, 

uno de respuesta a etileno (ERF5) y otro de respuesta a auxinas, una proteína con dominio F-box, una 

quinasa y una histidina quinasa. Esto sugiere una modulación conjunta de la transducción de señales por 

quinasas y hormonas en respuesta a estímulo. 

El M4, que fue seleccionado debido a concentración de DEGs en los contrastes de interés, 

contrastes i y ii (N+RH vs N+CC y N+RH vs NN+RH), es decir genes que son modulados en una planta 

nodulada bajo déficit hídrico, estuvo altamente relacionado al proceso GO de respuesta a estímulos (más 

de 600 conteos significativos), seguido de los términos GO de fosforilación de proteínas y transporte 

transmembrana, así como los de respuesta a ABA y de señalización activada por auxinas (Figura 22A). La 

red PPI del set de DEGs provenientes de los contrastes i y ii presentó enriquecimiento de las vías KEGG: 

señalización por proteínas quinasas (MAPK), metabolismo de la galactosa, metabolismo de la arginina y 

prolina, biosíntesis de carotenoides y biosíntesis de fenilpropanoides (Figura 22B).  
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Figura 22 Análisis de enriquecimiento funcional en módulo de co-expresión número 4 (M4). A Enriquecimiento de 
Procesos Biológicos (PB) de Ontología de Genes (GO) en la totalidad de genes del M4. Se muestran los diez términos 
con mayor cantidad de conteos significativos (p-valor < 0.05). B Red de interacción proteína-proteína obtenida a 

partir de los genes diferencialmente expresados del contraste i y ii co-localizados en el M4 (Tabla 5). Nodos azules y 

rojos representan genes down- y up-regulados, respectivamenteLa red se construyó utilizando CytoScape (Smoot et 
al. 2011) y STRING (Szklarczyk et al. 2021). 
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En los genes codificantes para proteínas vinculadas a la vía de señalización mediada por MAPK se 

encontraron, tanto en el contraste i como el ii, dos fosfatasas tipo PPM (fosfatasas Serina/Treonina ligadas 

a un manganeso o magnesio en el sitio activo) up-reguladas (Figura 22B). Además, se encontró que un 

gen codificante para una peroxidasa que participa en la señalización por MAPK fue down-regulado (Figura 

22B). Por lo tanto, la modulación de la vía de señalización por quinasas activadas por tirosinas o citosinas 

(MAPK) sería de importancia en las respuestas de plantas noduladas en un contexto de déficit hídrico.  

Por otro lado, los genes de esta red PPI del M4 (Figura 22B) que participan en el metabolismo de 

la galactosa fueron up-regulados en ambos contrastes (N+RH vs N+CC y vs NN+RH), encontrándose varias 

glicosiltransferasas y una rafinosa sintasa. Sumado a esto, el metabolismo de la arginina y prolina aparece 

como una vía central en esta red PPI que caracteriza la modulación de las respuestas plantas N+RH (Figura 

22B). En esta vía se encontraron, por ejemplo, genes codificantes para una P5CS sintasa (enzima 

involucrada en la síntesis de prolina), dos amino oxidasas, dos arginina decarboxilasas y una proteína PAB5 

(involucrada en la síntesis de espermidina). Dichos genes también fueron up-regulados en los dos 

contrastes que involucran plantas noduladas en déficit hídrico (contrastes i y ii). En este sentido, tanto el 

metabolismo de la galactosa, como el de la arginina y prolina, serían vías que se activan cuando el agua 

escasea en plantas noduladas. 

Adicionalmente, la biosíntesis de metabolitos secundarios cobró importancia en la red de DEGs 

del M4, particularmente las vías de biosíntesis de fenilpropanoides y de carotenoides (Figura 22B). Los 

genes participantes en la biosíntesis de fenilpropanoides estuvieron todos down-regulados, 

independientemente del contraste. Dentro de ellos se encontraron 13 genes que codifican para 

peroxidasas y uno para una metiltransferasa (Figura 22B). Con respecto a la biosíntesis de carotenoides, 

una alfa/beta hidrolasa y tres enzimas citocromo P450 estuvieron down-reguladas y una hidroxilasa de 

ácidos grasos estuvo up-regulada. 

El M20, relacionado con respuestas de plantas noduladas en restricción hídrica (contraste i, N+RH 

vs N+CC), estuvo fuertemente asociado al proceso biológico de regulación de la transcripción (Figura 23) 

con 43 conteos significativos. No se pudieron construir redes PPI para los DEGs provenientes del contraste 

mencionado. Sin embargo, análisis de enriquecimiento funcional sobre dichos DEGs revelaron que la 

fosforilación de proteínas y la respuesta al ABA fueron los procesos más representados en los genes down- 

y up-regulados, respectivamente (5 y 4 conteos, respectivamente, no se muestra figura). Los genes que 

participan en el proceso de fosforilación de proteínas son cuatro quinasas con dominios LRR y una quinasa 

dependiente de calcio/calmodulina. Con respecto a los up-regulados que participan en las respuestas al 

ABA se encontraron dos factores de transcripción de la familia NAC, uno de la familia MYB y una proteína 

LEA de protección contra la deshidratación. 
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Figura 23 Análisis de enriquecimiento funcional en módulo de co-expresión número 20 (M20). Enriquecimiento de 
procesos biológicos de la Gene Ontology (GO) en la totalidad del M20, seleccionado por presentar genes 
diferencialmente expresados en el contraste i (N+RH vs N+CC) que evidencia las respuestas de plantas noduladas al 
déficit hídrico. Se muestran los diez términos con mayor cantidad de genes significativos (p-valor < 0,05). 

 

El M8, altamente relacionado con la regulación de genes en el contraste i (N+RH vs N+CC) a todos 

los niveles de regulación, presentó enriquecimiento de los términos GO biosíntesis de sustancias 

orgánicas, respuesta a estrés, respuesta a estímulos endógenos, biosíntesis de compuestos antociánicos, 

entre otros (Figura 24A). Cuando se analizó el enriquecimiento funcional de la red PPI construida con los 

DEGs en el contraste i, se vio una sobrerrepresentación de las vías KEGG metabolismo de la galactosa y 

biosíntesis de metabolitos secundarios, particularmente de estilbenos y flavonoides (Figura 24B). Con 

respecto al metabolismo de la galactosa, se encontraron genes que codifican para dos UDP-glucosa 4-

epimerasas y una glicosil hidrolasa. Mientras que para la biosíntesis de metabolitos secundarios se 

encontraron genes codificantes para: una chalcona/estilbeno sintetasa, tres aldo/ceto reductasas, una 

aldehído deshidrogenasa y una amino oxidasa (Figura 24B). Tanto los genes que participan en el 

metabolismo de la galactosa como en la biosíntesis de metabolitos secundarios se encontraron up-

regulados, lo que significaría que estas vías estarían siendo favorecidas en el contraste i (N+RH vs N+CC). 



69 
 

 

Figura 24 Análisis de enriquecimiento funcional en módulo de co-expresión número 8 (M8). A Enriquecimiento de 
Procesos Biológicos (PB) de Ontología de Genes (GO) en la totalidad de genes del M8. Se muestran los diez términos 
con mayor cantidad de conteos significativos (p-valor < 0.05). B Red de interacción proteína-proteína obtenida a 
partir de los genes up-regulados en el contraste i (N+RH vs N+CC) (Tabla 5). La red se construyó utilizando CytoScape 
(Smoot et al. 2011)  y STRING (Szklarczyk et al. 2021). 
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Por su parte, el M1, fuertemente relacionado con la regulación traduccional exclusiva de genes 

en el contraste N+RH vs N+CC, se vio enriquecido en los términos GO de fosforilación y traducción, 

presentando más de 400 conteos en cada uno (Figura 25A). Interesantemente, la red PPI construida con 

los 228 genes up-regulados a nivel traduccional en dicho contraste i, presentó enriquecimiento en 

proteínas vinculadas a los procesos de fosforilación oxidativa, traducción y desintoxicación de especies 

oxidantes (Figura 25B). Por un lado, respecto a la fosforilación oxidativa, se encontraron genes que 

codifican para: las proteínas ribosomales mitocondriales (RP) L51 y S25, una proteína de tipo dedo de zinc 

CCCH, dos proteínas ACP (que participan en la síntesis de ácidos grasos) y una subunidad 6 del complejo 

citocromo b, que estaría sugiriendo una fuerte demanda de ATP en plantas N+RH mediada por un 

aumento en la traducción de algunos de sus componentes. A su vez, se encontraron genes que codifican 

para las subunidades G y F de ATPasas vacuolares (V-ATPasas) con procesos anotados de fosforilación 

oxidativa y de señalización mTORC1 regulada por aminoácidos. Esto significa que la vía de señalización 

mTORC1 junto con el metabolismo energético están siendo regulados a nivel traduccional y estarían 

participando en las respuestas de plantas noduladas frente condiciones de restricción hídrica. 

Por otro lado, respecto a la traducción, se encontraron genes que codifican para proteínas 

participantes en dos vías definidas por la base de datos Reactome: la formación de un pool de subunidades 

ribosomales 40S y la iniciación de la traducción (Figura 25B). Dentro de ellas se encontraron proteínas 

ribosomales asociadas a subunidades mayores (RPL) y menores (RPS) como las RPL5, RPL6, RPL7, RPL28, 

RPL29, RPL36, RPL37, RPL38, RPS13, RPS15, RPS19, RPS21, RPS24, RPS25, entre otras, indicando que en 

condiciones de déficit hídrico las plantas noduladas aumentarían la síntesis (a nivel traduccional) de 

proteínas de la maquinaria traduccional, y por ende, favoreciendo el proceso de traducción en dichas 

condiciones. 

A su vez, en la red se encontraron dos genes codificantes para tiorredoxinas, uno para una 

glutatión peroxidasa y uno para una enzima tipo superóxido dismutasa, los cuales participan en la 

desintoxicación de especies oxidantes, indicando que la expresión de dichas proteínas fue inducida a nivel 

traduccional en el contraste i (Figura 25B). 
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Figura 25 Análisis de enriquecimiento funcional en módulo de co-expresión número 1 (M1). A Enriquecimiento de 
Procesos Biológicos (PB) de Ontología de Genes (GO) en la totalidad de genes del M1. Se muestran los diez términos 
con mayor cantidad de conteos significativos (p-valor < 0.05). B Red de interacción proteína-proteína obtenida a 
partir de los genes up-regulados a nivel traduccional (PAR) en el contraste i (N+RH vs N+CC) (Tabla 5). La red se 
construyó utilizando STRING (Szklarczyk et al. 2021).  
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Motivos en región 5’-UTR de transcriptos de genes con regulación traduccional en contraste i 

Adicionalmente, mediante la herramienta MEME, se analizaron los motivos que estuvieron 

sobrerrepresentados en la región 5’-UTR de los 228 transcriptos del M1 up-regulados a nivel traduccional 

en el contraste i (N+RH vs N+CC). Esto se realizó debido al potencial regulatorio de ciertos motivos frente 

a situaciones de estrés. Interesantemente se encontró que el 46% de los 228 transcriptos presentaron un 

motivo polipirimidínico (enriquecido en citosinas –C– y/o timinas –T–) 

THHYYYYYTYCTCTYTYTYTYTCTYYNTY (donde N puede ser cualquiera de las cuatro bases nucleotídicas, H 

puede ser adenina, citosina o timina e Y pueden ser C o T) (Figura 26). El motivo 5’ terminal 

oligopirimidínico (TOP) tiene un rol conocido en potenciar la up-regulación a nivel traduccional de 

proteínas ribosomales, factores de iniciación y elongación de la traducción, entre otras proteínas. A su 

vez, 21 genes de los que presentaron este motivo codifican para proteínas ribosomales. Esto estaría 

sugiriendo que el motivo encontrado permitiría a las células modular rápidamente la expresión de 

proteínas involucradas en la biogénesis ribosomal para sostener y potenciar la maquinaria traduccional 

de plantas noduladas sometidas a déficit hídrico. 

 

Figura 26 Motivo observado en la región 5’-UTR de transcriptos up-regulados a nivel traduccional en el contraste i 
(N+RH vs N+CC) y co-localizados en el módulo 1 de la red WGCNA. E-value de 2,0xe-229, con 156 sitios de bases 
nucleotídicas contribuyendo a la generación del motivo. 

Asimismo, se realizó un análisis de enriquecimiento para observar si el motivo estuvo 

sobrerrepresentando en genes con up-regulación traduccional en el contraste i (N+RH vs N+CC) en 

comparación con genes con diferente estado y nivel de regulación en dicho contraste (Tabla 7).  

Se observó que, para el contraste i, el enriquecimiento del motivo TOP fue significativo cuando se 

comparó el set de genes que presentó regulación traduccional frente a los que no presentaron dicha 

regulación en el mismo contraste (comparación A) (Tabla 7), y cuando se compararon los genes up-

regulados a nivel traduccional del M1 (set donde se encontró el motivo) contra los que no presentaron 

regulación traduccional en el contraste (comparación C) (Tabla 7). Esto sugeriría que dicho motivo 

efectivamente estaría cumpliendo una función en potenciar la regulación traduccional de los genes que 

presentan el motivo TOP en las regiones 5’-UTR de sus transcriptos. Cuando se analizó el enriquecimiento 

del motivo TOP en la totalidad de genes up-regulados a nivel traduccional en el contraste i frente a los up-

regulados a nivel transcripcional en dicho contraste, no se observaron resultados significativos 

(comparación B) (Tabla 7). No obstante, el motivo estuvo significativamente enriquecido en el conjunto 

de genes del M1 up-regulados a nivel traduccional del contraste i frente a aquellos genes con regulación 

transcripcional (comparación D). Esto significaría que, para los 228 genes del M1 mencionados 

anteriormente, la regulación traduccional podría estar siendo potenciada debido a la presencia del motivo 
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TOP y, por ende, reforzaría la hipótesis de dicho motivo es el que estaría permitiendo modular 

rápidamente la biogénesis ribosomal.  

Sumado a lo anterior, se analizó, para los genes up-regulados traduccionalmente del contraste i, 

el fold change promedio de los genes del M1 en comparación a los que no co-localizaron en el M1, 

observándose que el fold change de los genes del M1 fue significativamente mayor (1,40 vs 1,24, p-value 

< 0.01). Esto indicaría que, la presencia del motivo TOP en los genes del M1 estaría generando un 

diferencial, observado como un aumento de la expresión dado por una regulación traduccional mayor, 

frente a genes que presentaron un aumento de expresión dado por regulación transcripcional. Si bien 

dicho motivo no estaría teniendo un rol diferencial en la inducción de la expresión por regulación 

traduccional en plantas noduladas y sometidas a déficit hídrico en comparación a los regulados 

transcripcionalmente a nivel global, si estaría siendo influyente en la mayor expresión de genes 

codificantes para proteínas de la maquinaria traduccional (genes del M1 up-regulados a nivel PAR en 

contraste i). 

Tabla 7 Análisis de enriquecimiento del motivo génico 5’-TOP THHYYYYYTYCTCTYTYTYTYTCTYYNTY en el contraste i.  

Contraste Comparación Enrichment Ratio E-value 

i) N+RH vs N+CC 

A: 
Up-PAR  

vs  
Not Up-PAR 

35,95 5,34 x 10-11 

B: 
Up-PAR  

vs  
Up-TOTAL 

1,04 0,28 

C: 
M1 Up-PAR  

vs  
Not Up-PAR 

1,73 1,31 x 10-7 

D: 
M1 Up-PAR  

vs  
Up-TOTAL 

1,44 4,19 x 10-3 

M1: módulo de co-expresión 1.  Not Up-PAR: genes que no presentaron up-regulación traduccional, es decir, 
genes estables, down-regulados PAR, o down- o up-regulados transcripcionalmente. Se resaltan en negritas las 
comparaciones significativas. 

 

Genes que revierten el estado de regulación entre contrastes 

En el M21 se dio la particularidad de que se vio enriquecido en genes que estuvieron up-regulados 

cuando se estudió el efecto de la nodulación en condiciones hídricas de capacidad de campo (contraste 

iv, N+CC vs NN+CC), y que estuvieron down-regulados cuando una planta nodulada se sometió a 

restricción hídrica (contraste i, N+RH vs N+CC). Dentro de estos genes se encontraron genes que codifican 

para proteínas vinculadas al metabolismo de hormonas como la 1-aminocyclopropano-1-carboxilato 

sintasa (ACC) y dos 8’-hidroxilasas del ABA y genes codificantes para factores de transcripción como el 

MYB124 y el MYB178. También se encontraron genes que participan en el metabolismo de pared celular 

como hidrolasas de xiloglucanos, endo-1,3-beta-glucosidasas de glicanos y xilosiltransferasas. Esto 

significaría que estos genes participantes en el metabolismo de la pared celular y de hormonas son 

requeridos en mayor medida, y por ende se induce la expresión, cuando en condiciones de capacidad de 

campo la planta se encuentra nodulada, pero que de alguna manera no estaría siendo requeridos en gran 

medida cuando dicha planta nodulada es sometida a déficit hídrico.  
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Por otro lado, en el M32 localizaron 17 genes down-regulados en una planta no nodulada 

sometida a restricción hídrica (contraste iii, NN+RH vs NN+CC) y que fueron up-regulados cuando la 

restricción hídrica fue analizada en diferentes contextos de nodulación (contraste ii, N+RH vs NN+RH). 

Dentro de estos genes se encontraron una peroxidasa, cuatro cisteínas oxidasas y factores de 

transcripción pertenecientes a las familias LOB (Glyma_13G046300 y Glyma_19G046300), bHLH 

(Glyma_06G092000) y MYB (Glyma_03G189600). Esto podría significar que, con respecto a los factores 

de transcripción, la regulación génica mediada por dichos factores no estaría siendo requerida cuando 

una planta sin nodular es sometida a déficit hídrico (contraste iii), pero que cuando el déficit hídrico se da 

en una planta nodulada sí se estarían utilizando en mayor medida dichos factores (contraste ii). 

Asimismo, se encontró que casi la totalidad de los genes DEGs que se localizaron en el módulo 19 

(M19) fueron obtenidos del contraste ii, por lo que adicionalmente se seleccionó el módulo para aportar 

información referida a las respuestas al déficit hídrico en contextos de nodulación diferentes, 

complementando así lo obtenido en el párrafo anterior a partir del M32. De esta manera, el M19 se vio 

enriquecido en los procesos biológicos de respuesta de defensa y regulación de la transcripción con 43 y 

36 conteos, respectivamente (Figura 27), seguido en tercer lugar por el proceso de ubiquitinación proteica 

con 15 conteos (Figura 27). Cuando se analizaron los 55 genes up-regulados, independiente del nivel de 

regulación, del contraste ii que localizaron en el M19, no se encontraron evidencias de interacción 

proteica mediante redes PPI.  

 

Figura 27 Análisis de enriquecimiento funcional en módulo de co-expresión número 19 (M19). Enriquecimiento de 
procesos biológicos de la Gene Ontology (GO) en la totalidad del M19, seleccionado por presentar genes 
diferencialmente expresados y up-regulados casi exclusivamente en el contraste ii (N+RH vs NN+RH), el cual evidencia 
las respuestas de plantas al déficit hídrico en diferente contexto de nodulación. Se muestran los diez términos con 
mayor cantidad de genes significativos (p-valor < 0,05). 

Con respecto al proceso de respuesta de defensa se encontró que, dentro de estos 55 genes, una 

proteína HS1pro1 estuvo regulado a nivel combinado y que una proteína tipo BON1 lo estuvo a nivel 

traduccional. Asimismo, dos factores de transcripción responsivos a etileno, que participan en la respuesta 
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de defensa, estuvieron regulados, uno a nivel combinado (Glyma_06G290000) y otro a nivel traduccional 

(Glyma_01G231200). Dichos factores también participan en el proceso de regulación de transcripción, en 

el cual a su vez se encontró un factor de dedo de zinc tipo C2H2 y uno responsivo a giberelina e inducible 

por quitina, regulados a nivel combinado y traduccional, respectivamente. Los factores de transcripción 

mencionados son de interés para sumarse en la lista final de genes candidatos obtenidos en este trabajo 

debido a que estarían participando en las respuestas al déficit hídrico diferencialmente según si la planta 

está nodulada o no. 

3.9 Análisis de Factores de Transcripción diferencialmente expresados 

Los FTs están clasificados en familias, y ya que FTs de la misma familia tienden a tener roles 

similares en las respuestas de la planta debido a que los targets generalmente son genes que codifican 

para proteínas similares e incluso a veces tienen los mismos targets, se realizó un análisis exploratorio 

para observar qué familias de FTs predominan en las respuestas de la planta a un nivel de regulación 

traduccional (PAR) o combinado (TOT+PAR) en cada contraste. El contraste i (N+RH vs N+CC) presentó 148 

FTs DEGs en dichas condiciones, siendo el contraste con mayor cantidad de FTs diferencialmente 

expresados, seguido de los contrastes ii (N+RH vs NN+RH) y iv (N+CC vs NN+RH) con 56 y 53 FTs DEGs, 

respectivamente. El contraste iii (NN+RH vs NN+CC) tuvo un total de 37 FTs diferencialmente expresados 

(Figura 28).  

Se destacan en el contraste i las familias WRKY, NAC, MYB, ERF y bHLH con un alto número de FTs 

DEGs. Con respecto a los WRKY, 15 FTs fueron down-regulados a nivel traduccional o combinado, 

superando ampliamente los números en los restantes contrastes: tres y un FT WRKY fueron down-

regulados en los contrastes ii (N+RH vs NN+RH) y iii (NN+RH vs NN+CC), respectivamente, ninguno lo fue 

en el contraste iv (N+CC vs NN+CC) (Figura 28). Con respecto a la familia NAC, predominó la up-regulación 

de los mismos, donde 9 FTs estuvieron up-regulados en el contraste i a nivel combinado o traduccional. 

En el resto de contrastes existieron entre 1 y 4 FTs DEGs de dicha familia a cualquier estado de regulación 

(Figura 28). Por otro lado, FTs de la familia MYB presentaron regulación diferencial tanto por inducción 

como por represión de la expresión a nivel combinado o traduccional en el contraste i (N+RH vs N+CC), 

en donde 13 y 7 FTs fueron up- y down-regulados, respectivamente (Figura 28). Asimismo, los FTs de las 

familias ERF y bHLH también presentaron un mayor número de DEGs tanto por up- como por down-

regulación en el contraste i en comparación con el resto de contrastes. En el caso de los ERF, 8 FTs fueron 

down-regulados y 8 fueron up-regulados, y en el caso de los bHLH 10 y 8 fueron down- y up-regulados, 

respectivamente. Para ambas familias dichos números corresponden al contraste i. FTs DEGs de la familia 

bHLH también fueron predominantes comparando las respuestas de plantas noduladas frente a no 

noduladas cuando fueron sometidas a restricción hídrica (contraste ii, N+RH vs NN+RH), donde 8 FTs 

fueron down-regulados a nivel traduccional o combinado. En el resto de contrastes, el número de FTs 

DEGs (down o up-regulados) de la familia bHLH estuvo entre 1 y 3 (Figura 28). 
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Figura 28 Cantidad de factores transcripción, agrupados por familia, diferencialmente expresados con regulación 
traduccional o combinada en los cuatro contrastes analizados. N+RH vs N+CC (contraste i), N+RH vs NN+RH 
(contraste ii), NN+RH vs NN+CC (contraste iii), N+CC vs NN+CC (contraste iv). Down: down-regulados. Up: up-
regulados. 

3.9.1 Factores de Transcripción diferencialmente expresados a nivel traduccional con targets putativos 

diferencialmente expresados a nivel transcripcional  

Debido a la importancia de los FTs en la modulación de programas génicos en respuestas a 

diferentes estímulos, a la importancia de la regulación génica a nivel traduccional y al interés de las 

respuestas de plantas noduladas sometidas a déficit hídrico, se buscaron FTs que hayan presentado 

regulación a nivel traduccional (mayoritariamente o combinada con transcripcional) tanto por inducción 

como por represión en el contraste i (N+RH vs N+CC). A su vez, se analizó si los targets putativos de dichos 

FTs también presentaron el mismo estado de regulación (up o down), filtrando la lista de FTs candidatos 

en aquellos donde el estado de regulación coincidía. Asimismo, dado que los FTs regulan la abundancia 

de sus targets, se filtró la lista reteniendo targets que hayan presentado un nivel de regulación 

transcripcional (exclusivo o combinado con traduccional). 

El 70% de los FTs DEGs regulados a nivel PAR o TOT+PAR del contraste i (N+RH vs N+CC) caen en 

los módulos de interés M1, M4, M7, M8 y M20. Aplicando los filtros anteriores, y seleccionando FTs 

ubicados en los módulos analizados previamente, se encontraron cinco FTs co-localizados en el M4, uno 

en el M20, uno en el M4 y uno en el M1 up-regulados en el contraste i con 156 targets putativos up-

regulados y distribuidos en los mismos cuatro módulos. Los FTs seleccionados pertenecen a las familias 

bZIP, HD-ZIP, NAC y MYB y resultan fuertes candidatos para ser evaluados en estudios futuros (Tabla 8). 

No se encontraron evidencias de interacción, analizadas por red PPI, entre ninguno de los factores con los 
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156 targets putativos. Análogamente, se repitió el proceso pero para FTs y targets que fueron down-

regulados en el contraste i, en los módulos M4, M7, M8 y M20. Se encontraron dos FTs ubicados en el M4 

con regulación combinada (transcripcional y traduccional) para los cuales 27 targets putativos también 

estuvieron down-regulados en el contraste i. Dichos targets se distribuyeron en los cuatro módulos. Los 

FTs encontrados son uno vinculado a la expresión de terpenoides (ET1) y otro vinculado a la señalización 

por etileno (PPLZ02) (Tabla 88). No se encontraron evidencias de interacción analizadas por red PPI. 

Finalmente, a partir de todo el análisis realizado y debido a la importancia de los FTs en la 

regulación de expresión génica y al interés particular del grupo de investigación se culminó con una lista 

de genes candidatos, todos FTs, a tener un rol relevante en las respuestas al déficit hídrico en plantas 

noduladas debido a la regulación traduccional de los mismos. Sumado a los FTs que han sido mencionados 

anteriormente, se le agrega a la lista un set de FTs seleccionados debido a, además de presentar 

regulación traduccional o combinada, ser genes hub en el módulo que fueron co-localizados. Los genes 

hub fueron definidos como el 10% de los genes con mayor conectividad intramodular, lo que significa que 

son genes que tienen una alta conexión con el resto de los genes de su módulo. De aquí que son 

interesantes ya que interactuar con gran cantidad de otros genes los estaría haciendo relevantes en las 

respuestas biológicas de las plantas en los tratamientos analizados (Tabla 8). 
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Tabla 8 Lista de genes candidatos a tener un rol relevante en las respuestas de plantas noduladas frente al déficit 
hídrico. Se muestran los criterios de selección utilizados. 

GlymaID 
Factor de 

Transcripción 

Módulo 
de co-

expresión 
Contraste 

Nivel de 
regulación 

Estado 
Criterio de 
selección 

Glyma_16G218900 MYB52 M1 i PAR 

Up 

Targets 
putativos con 

igual estado de 
regulación a 

nivel 
transcripcional 
o combinado 

Glyma_03G003400 ABI5 M4 i PAR 

Glyma_04G039300 bZIP TRAB1 M4 i TOTAL+PAR 

Glyma_13G279900 NAC27 M4 i TOTAL +PAR 

Glyma_16G021000 ATHB-12 M4 i TOTAL +PAR 

Glyma_16G043200 NAC M4 i TOTAL +PAR 

Glyma_14G152700 NAC M8 i TOTAL +PAR 

Glyma_04G101900 MYB93 M20 i PAR 

Glyma_04G027000 
Dedo de Zinc B-

box 21 
M8 i PAR 

Up 

Gen hub 

Glyma_13G030900 NAC  M20 i TOTAL +PAR 

Glyma_18G040700 MYB20 M20 i TOTAL +PAR 

Glyma_17G240100 ERF RAP2-1 M20 i TOTAL +PAR 

Glyma_10G010300 MYB78 M20 i TOTAL +PAR 

Glyma_11G127100 
Dedo de Zinc B-

box 24 
M20 i TOTAL +PAR 

Glyma_05G109500 HAT22 M20 i TOTAL +PAR 

Glyma_07G052100 HOMEOBOX M4 i TOTAL +PAR 

Glyma_19G180300 NAC  M4 ii TOTAL +PAR 
Down 

Glyma_05G029000 WRKY 72A M4 ii TOTAL +PAR 

Glyma_06G290000  ERF9 M19 ii TOTAL +PAR 

Up 

Exclusivo de 
contraste ii 
(N+RH vs 
NN+RH) 

Glyma_01G036600 
Dedo de Zinc 

tipo C2H2 
M19 ii TOTAL +PAR 

Glyma_01G231200 ERF021 M19 ii PAR 

Glyma_13G285400 GRAS M19 ii PAR 

M: módulo. Up: up-regulado. Down: down-regulado. Genes hub fueron definidos como el 10% de los genes con 
mayor conectividad intramodular. GlymaID: identificador “Glyma” versión 4 utilizado en varias bases de datos 
genómicos. 

 

3.10 Predicción y Validación de Función Génica por EGAD 

En este trabajo se buscó predecir funciones génicas mediante el uso de la información de 

expresión génica obtenida. Para ello es necesario tener información de características a predecir, 

pudiendo ser por ejemplo información de términos GO. Es así que se obtuvo la anotación de términos GO 

del genoma de soja mediante PANNZER, la cual resultó en un 71% de genes anotados con al menos un 

término y en un 58% de genes con al menos un proceso biológico anotado. Sumado a este bajo porcentaje, 

únicamente el 10% de la totalidad de genes tiene una anotación funcional validada experimentalmente. 

De esta manera el uso de EGAD resulta interesante tanto para aportar sustento en los genes que 

actualmente presentan funciones predichas por otros métodos como en la predicción de nuevas 

funciones para genes que no poseen ningún término anotado.  

Como red de interacción de entrada se utilizó la matriz de co-expresión obtenida mediante 

WGCNA, en la cual se encontraron 3864 procesos biológicos GO con representación de al menos un gen. 
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Sin embargo, únicamente 146 términos presentaron entre 20 y 1000 genes anotados, criterio utilizado 

para filtrar términos con pocos conteos y que desencadenan una subestimación de la predicción mediante 

EGAD. La medida de precisión (AUC) promedio de las predicciones para términos fue de 0,55 dentro de 

un rango entre 0,42 y 0,92. Se seleccionaron procesos biológicos que hayan presentado un AUC mayor o 

igual a 0,7 ya que como reporta la bibliografía, valores por encima de este umbral son consideradas 

buenas predicciones. De esta forma, se muestran los procesos biológicos que se predicen con un buen 

score en la Figura 29, dentro de los cuales destacan los de localización de proteína a membrana, 

ensamblaje de subunidades ribosomales menores, fosforilación oxidativa, nodulación y traducción. 

Dichos términos presentaron un AUC mayor a 0,8 y además, interesantemente, fueron términos 

sobrerrepresentados en los módulos y redes analizadas anteriormente.  

 

Figura 29 Score de predicción de procesos biológicos GO utilizando la co-expresión de genes de la red WGCNA. 
GBA: Guilt-by-Association. AUC: área bajo la curva ROC (Area Under Curve). GO: Gene Ontology.  

Debido al interés particular de los procesos de nodulación y de traducción, se muestran los genes 

a los que se les imputó dicho proceso mediante EGAD (Tabla S3). Por un lado, un gen que codifica para 

transportador de metal Nramp3a (anotado con los procesos de transporte de metales y elongación de 

pelo radicular) y uno que codifica para una expansina-A4 (anotado con el proceso de organización de 

pared celular) fueron imputados con el proceso de nodulación (Tabla S3). Por otro lado, 44 genes fueron 

imputados con el proceso de traducción, dentro de los cuales se encuentran diversas proteínas 

ribosomales de las subunidades mayores y menores del ribosoma (Tabla S3). Interesantemente, se 

encontraron cinco locus no caracterizados (anotados con los procesos de organización de membrana 

tilacoidal, inserción de proteína en membrana mitocondrial, plegado proteico, hidrólisis de enlace 

fosfodiéster de ARNs y procesos metabólicos) a los cuales se les imputó el proceso de traducción mediante 

EGAD (Tabla S3). Se proyectaron los genes imputados con el proceso de traducción en la red WGCNA a 
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efectos de mostrar el principio GBA que establece que genes conectados tienen potencialidad de 

participar en los mismos procesos (Figura 30). En este caso se observa que los genes imputados se 

ubicaron en la vecindad de genes que poseían el proceso de traducción anotado. 

 

 

Figura 30 Visualización de predicción de función génica mediante EGAD para el proceso de traducción en la red 
WGCNA. Anotados: genes anotados con el proceso de traducción utilizados como datos de entrada en la predicción 
de función. Imputados: genes a los que se le imputa el proceso de traducción mediante EGAD. 

 

3.11 Puesta a Punto del Sistema de Transformación Transitoria para Análisis Funcional de Genes 

Una vez obtenidos los genes candidatos a participar en las respuestas de la planta al déficit hídrico 

cuando se encuentran noduladas, resulta de interés realizar un análisis funcional de cada uno de ellos a 

los efectos de estudiar el rol que cumplen y validar que su participación en las respuestas sea relevante. 

Esto puede ser logrado mediante sobreexpresión o silenciamiento génico, para lo cual utilizar el sistema 

de transformación transitoria mediado por R. rhizogenes es altamente útil en plantas como soja, que 

presenta dificultades al momento de transformarla estable –mediante Agrobacterium tumefaciens–, y 

cuando se está trabajando en biología de la raíz como lo es en este trabajo. 

En primer lugar, se evaluó la efectividad de cuatro colonias aisladas de la cepa K599 de R. 

rhizogenes. Las colonias 1 y 2 fueron las más efectivas, generando hairy roots en el 58% de los cotiledones 

infectados cuando no se adicionó acetosiringona en el medio de cultivo bacteriano (Tabla 9). En todos los 

casos, el uso de acetosiringona en el medio de cultivo bacteriano aumentó la infectividad de la colonia 
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(Tabla 9). En el caso de la colonia 2 el aumento fue mayor, alcanzando un 83% de cotiledones con 

presencia de hairy roots. Se seleccionó y alicuotó dicha colonia para proseguir con la puesta a punto del 

sistema. 

Tabla 9 Selección de la colonia efectiva de la cepa K599 de Rhizobium rhizogenes. 

Colonia Acetosiringona 150 mM % de cotiledones con HR Número de cotiledones con HR 

1 
Sí 67 16 

No 58 14 

2 
Sí 83 20 

No 58 14 

3 
Sí 67 16 

No 50 12 

4 
Sí 17 4 

No 8 2 
Se evaluó el uso de acetosiringona en el medio cultivo sobre la efectividad de la colonia. Por colonia se utilizaron 
cuatro placas conteniendo seis cotiledones cada uno, lo que hace un total de 24 cotiledones por tratamiento. HR: 
Hairy Roots.  

 

La transformación de la colonia seleccionada con los plásmidos 35S:RUBY, pEAQHT y piLuCAS 

resultó efectiva, comprobándose la amplificación por colony-PCR (se chequeó en pEAQHT y piLuCAS) 

(Figura 31). Las cinco colonias evaluadas para cada construcción resultaron positivas, ya que se 

visualizaron bandas de aproximadamente 1800 pares de bases, cayendo en lo esperado (Figura 31). 

 

 

Figura 31 Revelado de colony-PCR de bacterias de la cepa K599 de Rhizobium rhizogenes transformadas con los 
plásmidos de sobreexpresión pEAQHT y de silenciamiento mediante edición génica piLuCAS. En primer carril: 
marcado de peso molecular 100 pb plus (Thermo). Primer grupo de cinco carriles: colony-PCR de bacterias 
transformadas con pEAQHT. Segundo grupo de cinco carriles: colony-PCR de bacterias transformadas con piLuCAS. 

En la Figura 32A y B se observan placas de Petri con cotiledones produciendo hairy roots 

abundantemente. Con respecto a la confirmación del 35S:RUBY, se realizó mediante inspección visual de 

las hairy roots una vez que se infectaron cotiledones. Estas hairy roots positivas muestran una coloración 

violeta provocada por la sobreexpresión de enzimas responsables de la formación de betalaína a partir de 
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precursores presentes en la planta (Figura 32C). Si bien la transformación, tanto de la bacteria como de 

los cotiledones fue efectiva, se descartó continuar usando este plásmido ya que el desarrollo de las HR 

era más lento en comparación a los otros dos plásmidos. 

 

Figura 32 Hairy roots en cotiledones de soja. A,B cotiledones en placas de Petri con agar-agua al 1%. C Hairy roots 
positivas obtenidas infectando con bacterias conteniendo el plásmido 35:RUBY. D,E Hairy roots positivas obtenidas 
infectando con Rhizobium rhizogenes conteniendo los plásmidos pEAQHT y piLuCAS, respectivamente. Fluorescencia 
bajo lupa con emisión en luz verde. 

Se comprobó la presencia, en cotiledones, de hairy roots positivas con construcciones pEAQHT y 

piLuCAS mediante observación de fluorescencia bajo lupa con emisión de luz verde (Figura 32D y E). Se 

utilizaron 24 cotiledones por construcción. El número de hairy roots por cotiledones fue de entre 1 y 11, 

la cantidad de hairy roots positivas fue entre 0 y 6. Esto resultó en una mediana de 50% de raíces positivas 

para ambas construcciones (Figura 33). 
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Figura 33 Porcentaje de raíces positivas (transformadas) para cada construcción. Se utilizaron 24 cotiledones por 
construcción.  

La técnica resultó efectiva cuando se probó el sistema de infección y transformación en plántulas 

(Figura 34). La aparición de callos y hairy roots fue notoria, y el desarrollo del sistema radicular 

conformado por HR también fue notorio (Figura 34A, B y C). Asimismo, el proceso de nodulación ocurrió 

normalmente en HR (Figura 34B). Se confirmó la presencia de hairy roots positivas bajo lupa (Figura 34C). 

No se cuantificó la eficiencia de la transformación, pero la cantidad de raíces remanentes luego de 

remover raíz principal y raíces negativas (no transformadas) fue suficiente para que la planta desarrolle 

un sistema radicular como el observado en las imágenes (Figura 34B y C) y que la planta prospere 

adecuadamente. Las plántulas transformadas se pusieron a crecer tanto en sistema de doble tubo (Figura 

34D) como en sistema de Transformación en Único Tubo Inmerso en Atmósfera (TUTIA) (Figura 34E, F y 

G), desarrollándose normalmente en cualquiera de los dos y sin diferencias entre ambos. De esta manera, 

el sistema TUTIA queda establecido como sistema óptimo para futuras implementaciones pues requiere 

de menor tiempo y esfuerzo en la preparación y realización de la técnica. 
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Figura 34 Hairy roots en plántulas. A Plántula con 7 días posinfección mostrando callos y principio de hairy root. B 
Sistema de raíces hairy roots noduladas obtenidas de plantas transformadas y traspasadas a sustrato. C Sistema de 
raíces hairy roots obtenidas de plantas transformadas y traspasadas a sustrato. Recuadro arriba a la derecha muestra 
visualización de raíces positivas en lupa con emisión de luz verde previo al traspaso de la plántula al sustrato.  D 
Sistema de doble tubo: tubo interior contiene solución nutriente ByD, tubo externo contiene agua. E, F y G Sistema 
de Transformación en Único Tubo Inmerso en Atmósfera (TUTIA), en el cual el agua dentro de la caja plástica genera 
una atmósfera saturada necesaria para el desarrollo de la infección. 
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4. DISCUSIÓN 

La respuesta de las plantas de soja al estrés por déficit hídrico ha sido ampliamente estudiada en 

plantas no noduladas (Van Heerden et al. 2007; Song et al. 2016; Wang et al. 2022). En este estudio, esto 

se analizó en el contraste iii (NN+RH vs NN+CC) (Figura 4B). Sin embargo, la mayoría de países productores 

de soja utilizan plantas inoculadas con rizobios para hacer uso de la capacidad de fijación de nitrógeno 

debido a la simbiosis que las plantas leguminosas son capaces de establecer (Maluk et al. 2023). Por ende, 

si se quieren comprender las respuestas de los cultivos en el campo, evaluar las respuestas de plantas sin 

nodular frente a estímulos abióticos no es el abordaje más pertinente. Sumado a ello, diversos trabajos 

sugieren que existen respuestas diferenciales al déficit hídrico entre plantas noduladas y no noduladas 

(Lodeiro et al. 2000; Staudinger et al. 2016; Liu et al. 2022). Plantas de M. truncatula noduladas 

presentaron una senescencia foliar inducida por déficit hídrico retrasada, que se debió principalmente a 

aumento de osmolitos, interacciones entre fitohormonas y una mayor regulación traduccional (Staudinger 

et al. 2016). A su vez, en Astragalus sinicus la nodulación mejoró la tolerancia al déficit hídrico mediante 

aumentos en la biosíntesis de poliaminas (por ejemplo, arginina y prolina) y aminoácidos libres gracias a 

presentar una mejor asimilación de amonio dada por la fijación de nitrógeno (Liu et al. 2022). En el 

presente trabajo, haciendo uso de la conductancia estomática como rasgo definitorio para la cosecha de 

plantas de G. max en restricción hídrica, se observó que plantas noduladas alcanzaron el 50% de la 

conductancia inicial (día 0 del período de déficit hídrico) dos días más tarde que plantas sin nodular (Figura 

9). Aunque no se encontraron reportes específicos sobre la respuesta de la conductancia estomática al 

déficit hídrico en diferentes contextos de nodulación en leguminosas, existen investigaciones sobre 

respuestas entre genotipos contrastantes en un mismo contexto de nodulación.  Por ejemplo, Chowdhury 

et al. (2016) estudian los efectos del déficit hídrico sobre la fotosíntesis y conductancia estomática en tres 

genotipos de soja tolerantes (Shohag, BARI Soybean-6 y BD2331) y uno susceptible (BGM2026) en estadio 

vegetativo y sin nodular, encontrando que el susceptible presentó una mayor reducción tanto de la tasa 

fotosintética como de la conductancia estomática. A su vez, Fenta et al. (2014) caracterizaron las 

respuestas de dos genotipos de soja (Prima y A-5409RG) al déficit hídrico, estando noduladas, mediante 

el fenotipado de parámetros fotosintéticos, entre otros. En este estudio, el genotipo menos tolerante a la 

restricción hídrica (A-5409RG) presentó una rápida disminución de la apertura estomática, alcanzando el 

50% de la conductancia en el tercer día (Fenta et al. 2014). Mientras que el genotipo caracterizado como 

más tolerante alcanzó dicho umbral en el quinto día (Fenta et al. 2014). Dichos números son coincidentes 

con las respuestas observadas en este estudio (Figura 9), donde, considerando los valores de conductancia 

estomática, la condición de nodulación estaría aportando a una mayor tolerancia al déficit hídrico en 

comparación con plantas no noduladas. Sin embargo, se desconocen cuáles son los mecanismos 

moleculares que gobiernan la mayor tolerancia al déficit hídrico en plantas noduladas respecto a no 

noduladas. 

Sumado a lo anterior, en el caso de plantas noduladas, la respuesta a la restricción hídrica es más 

compleja en términos de número de DEGs encontrados, pues el contraste i (N+RH vs N+CC) presentó 2523 

DEGs, el mayor número de DEGs entre los cuatro contrastes analizados (944, 653 y 1017 DEGs en los 

contrastes ii, iii y iv, respectivamente; Figura 17; Tabla S2) y el contraste iii (NN+RH vs NN+CC) fue el que 

presentó menor número de DEGs (653). Bhaskarla et al. (2020) compararon las respuestas al déficit hídrico 

de dos genotipos de Cicer arietinum con respuestas contrastantes, encontrando que el genotipo tolerante 

presentó mayor número de DEGs tanto en fase vegetativa como reproductiva. Esto podría indicar que, 

por analogía, la nodulación contribuiría en la adaptación al déficit hídrico a través de un mayor número 
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de genes diferencialmente expresados. Asimismo, en el contraste i el 26 % de DEGs exclusivos presentó 

regulación traduccional preferencial, siendo el mayor porcentaje entre los cuatro contrastes analizados 

(Figura 14). Por su parte, dicho porcentaje tuvo el valor más bajo (10%) en el contraste iii (NN+RH vs 

NN+CC). Esto indica que, en términos de número de DEGs, dentro de las complejas respuestas al déficit 

hídrico, la regulación traduccional tiene un peso relativo mayor en plantas noduladas. En este sentido, las 

estrategias de respuesta diferencial, en función del contexto de nodulación frente al déficit hídrico en 

plantas de soja podrían ser explicadas por cambios en la regulación de la expresión génica. 

Particularmente, la regulación traduccional de la expresión génica permite a las células responder 

rápidamente ante la presencia de estímulos, lo que aumenta la adaptabilidad del organismo (Hummel et 

al. 2009; Merchante et al. 2017; Sablok et al. 2017). Debido a ello, en este trabajo se estudiaron las 

respuestas transcriptómicas y traductómicas en raíces a los efectos de identificar genes candidatos a tener 

un rol relevante en las respuestas a déficit hídrico que estén sujetos a control traduccional. 

Mediante el análisis de datos transcriptómicos y traductómicos, utilizando una operativa que 

involucró WGCNA+DEGs (Sánchez-Baizán et al. 2022), se pudieron identificar módulos de co-expresión 

génica (Figura 15; Figura 17) enriquecidos con los DEGs obtenidos en los diferentes contrastes. A su vez, 

dado que los DEGs co-localizaron específicamente en algunos módulos en vez de distribuirse 

uniformemente en toda la red de co-expresión (Figura 18; Tabla 4; Tabla 5), se pudieron asociar módulos 

de co-expresión con procesos biológicos subyacentes a las respuestas de las plantas en los diferentes 

escenarios. Esto repercutió además en una reducción de la complejidad de la información facilitando la 

interpretación de los datos (Li et al. 2020; Sferra et al. 2023), en un contexto en donde la soja presenta 

59148 genes. Se pasa de ese número a un total de 11510 genes si se tienen en cuenta la totalidad de los 

módulos seleccionados (M1, M4, M7, M8, M10, M19, M20, M21 y M32) (Figura 15) y a 2020 genes si se 

tienen en cuenta únicamente los DEGs co-localizados en dichos módulos (Tabla 4; Tabla 5).  

Una alternativa común a la estrategia de WGCNA+DEGs utilizada en este trabajo, que se encuentra 

en la literatura respecto a estudios transcriptómicos de plantas, consiste en filtrar los datos de 

transcriptoma primariamente por DEGs y luego realizar el WGCNA en el banco de datos filtrados, es decir 

DEGs+WGCNA. Aunque esta estrategia es menos demandante computacionalmente, no es recomendada 

por los desarrolladores de WGCNA ya que los módulos de co-expresión se identifican usando 

clusterización no supervisada, por lo que el filtrado previo de DEGs puede afectar negativamente la 

arquitectura de la red y por ende conducir a interpretaciones sesgadas (Zhang and Horvath 2005; 

Langfelder and Horvath 2008; Sánchez-Baizán et al. 2022). 

Como primera capa de análisis, la estrategia WGCNA+DEGs permitió analizar DEGs comunes a las 

respuestas de las plantas a nodulación (contrastes ii y iv) y a déficit hídrico (contrastes i y iii) (Tabla 4). Por 

un lado, en el M10 co-localizaron 113 DEGs, casi el 70% de los comunes a nodulación, por lo que dicho 

módulo puede ser referido como el principal módulo asociado a las respuestas de la planta frente a la 

nodulación independientemente de la condición hídrica (Tabla 4; Tabla S1). Concordantemente, el 

proceso biológico de nodulación estuvo sobrerrepresentado tanto en el módulo como en los DEGs del 

módulo (Figura 19). Dentro de estos genes se encontraron diversos genes codificantes para nodulinas 

como las leghemoglobinas, proteínas características del proceso de nodulación. A su vez, la nodulación 

provocó mayormente la inducción de la expresión génica observada por un aumento en la cantidad de 

genes up-regulados (Figura 13A y B), estando los 113 DEGs en esta categoría. Esto concuerda con lo 

encontrado por Hayashi et al. (2012) en etapas tempranas de nodulación en soja, y por Hakim et al. (2023) 

en Vigna radiata en etapas tempranas y ya establecidas de la nodulación, quienes encontraron una mayor 
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inducción de la expresión génica en raíces de plantas noduladas. Otro proceso biológico 

sobrerrepresentado en el M10 es el de transporte transmembrana (Figura 19). O’Rourke et al. (2014) 

determinaron que en el proceso de la nodulación, la modulación de la expresión de transportadores de 

nitrógeno inorgánico tiene un rol importante. Esto es así ya que el proceso de fijación de nitrógeno 

conlleva la transformación y transporte del mismo bajo otras formas biológicas (como ureidos) y por ende 

deben modularse los transportadores a efectos de atender cambios en el metabolismo del nitrógeno 

(Collier and Tegeder 2012; O’Rourke et al. 2014; Pellizzaro et al. 2017). 

Por otro lado, con respecto a los DEGs comunes a déficit hídrico (contrastes i y iii), 

independientemente del contexto de nodulación, se observó que los mismos co-localizaron 

predominantemente en los M4, M7 y M8, presentando mayoritariamente una down-regulación (Tabla 4). 

Esto quedó evidenciado también en la Figura 13 donde se observa una mayor represión de la expresión 

génica en plantas sometidas a déficit hídrico. Los procesos biológicos asociados a esta respuesta común a 

déficit hídrico fueron los de señalización MAPK, transducción de señales por hormonas, transporte 

transmembrana, modificaciones de pared celular y biosíntesis de fenilpropanoides, todos down-regulados 

(Figura 20). Wan et al. (2022) encontraron en alfalfa que los procesos de transducción de señales por 

hormonas, señalización MAPK y biosíntesis de fenilpropanoides se vieron afectados por el déficit hídrico. 

Interesantemente, encontraron que prácticamente todos los DEGs involucrados en las vías de síntesis de 

metabolitos secundarios, como monoterpenoides, isoflavonoides y alcaloides estuvieron down-regulados 

en déficit hídrico, indicando que el metabolismo secundario es afectado negativamente por la falta de 

agua (Wan et al. 2022). Con respecto a las vías de señalización se ha observado tanto up- como down-

regulación de diferentes genes en un mismo experimento (Van Heerden et al. 2007; Bhaskarla et al. 2020; 

Wan et al. 2022), indicando que la modulación de la señalización es más compleja y se requiere tanto la 

activación como la represión de genes participantes en ellas (Pareek et al. 2010). Interesantemente, la 

expresión de los receptores de ABA tipo PYL se reprime en alfalfa bajo déficit hídrico (Wan et al. 2022), 

hecho que ocurrió en este trabajo, donde la expresión de receptores tipo PYL4 fue menor en plantas con 

restricción hídrica (Figura 12; Tabla 3). Incluso dichos receptores estuvieron down-regulados, a nivel 

transcripcional y traduccional, cuando se analizaron las respuestas al déficit hídrico en diferentes 

contextos de nodulación (contraste ii, N+RH vs NN+RH), por lo que modular la vía de señalización mediada 

por ABA sería una respuesta diferencial entre plantas noduladas y no noduladas. 

Para poder investigar qué mecanismos moleculares estuvieron involucrados en las respuestas de 

las plantas a la combinación de las distintas condiciones hídricas y contextos de nodulación se realizaron 

análisis de enriquecimiento funcional y análisis de redes PPI en los módulos más interesantes de acuerdo 

a la co-localización de DEGs (Tabla 5). En este sentido, el M7 fue identificado como un módulo relacionado 

a la represión transcripcional y traduccional cuando una planta experimentó un estímulo. Es decir, en cada 

contraste se estudió el efecto de un estímulo sobre una condición que no lo presentó y además, en cada 

contraste, co-localizaron genes down-regulados (Tabla 5). Procesos como respuesta a estrés, regulación 

de la transcripción, fosforilación de proteínas y metabolismo secundario estuvieron sobrerrepresentados 

en el M7 (Figura 21A). Particularmente, la biosíntesis de metabolitos secundarios, como de 

fenilpropanoides y de flavonoides, fue el proceso que cobró mayor relevancia en la red PPI analizada para 

los genes down-regulados en todos los contrastes. Esto significa que, como fue mencionado 

anteriormente, el metabolismo secundario es afectado negativamente por el déficit hídrico. Dentro de los 

genes que reprimen su expresión debido a un estímulo (ya sea nodulación o déficit hídrico) se encuentran 

chalcona sintasas, chalcona-flavonona isomerasas, isoflavona sintasas, epimerasas y 2-
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hidroxiisoflavonona dehidratasas para la vía de flavonoides y varias peroxidasas en la de fenilpropanoides. 

Por lo tanto, contemplando los contrastes de mayor interés (contrastes i y ii), una planta nodulada 

disminuye la expresión de dichos genes cuando es sometida a restricción hídrica (i: N+RH vs N+CC), pero 

dicha disminución es mayor comparada con la de plantas no noduladas bajo restricción hídrica (ii: N+RH 

vs NN+RH). Nuevamente, sumado a lo que fue mencionado anteriormente, donde Wan et al. (2022) 

encuentran que la biosíntesis de fenilpropanoides se vio afectada negativamente bajo restricciones 

hídricas en alfalfa, existen evidencias de represión de genes involucrados en la biosíntesis de flavonoides 

en nodulación (Hakim et al. 2023) y en déficit hídrico (Marinho et al. 2019).  

Con respecto al metabolismo de pigmentos se observó que, en otro genotipo de soja estudiado 

por el grupo de investigación, la expresión de genes fue preferencialmente inducida en raíces de plantas 

noduladas y sometidas a déficit hídrico respecto a su control (contraste i: N+RH vs N+CC) (Sainz et al. 

2024a). Este genotipo presenta una respuesta diferencial al déficit hídrico con respecto al genotipo de 

este trabajo (datos no publicados, caracterizados por el laboratorio), por lo que la diferencia en el estado 

de regulación, es decir, up- o down-regulación de genes involucrados en el metabolismo de pigmentos 

podría, de alguna manera, estar contribuyendo en la respuesta contrastante al déficit hídrico de ambos 

genotipos. 

El M4 presentó un alto enriquecimiento de genes vinculados al proceso de respuesta a estímulos 

(Figura 22A). Sin embargo, a diferencia del M7, el M4 tuvo una alta concentración de DEGs, tanto down- 

como up-regulados, en los contrastes i y ii (N+RH vs N+CC y N+RH vs NN+RH) (Tabla 5), es decir que 

capitaliza genes que son modulados en una planta nodulada bajo déficit hídrico. Reforzando lo observado 

en módulos anteriores, en la red PPI construida con DEGS, se encontró que la vía de señalización MAPK 

tuvo tanto inducción como represión de genes (Figura 22B), demostrando que dicha vía sería de 

importancia en las respuestas de plantas noduladas en un contexto de déficit hídrico sin presentar 

predominancia de inducción o represión, sino más bien una reprogramación génica de la misma. 

Asimismo, otro set de genes de la biosíntesis de fenilpropanoides estuvieron down-regulados en plantas 

N+RH, encontrándose 13 peroxidasas y una metiltransferasa, los cuales se suman al listado de lo 

mencionado anteriormente. Interesantemente, el metabolismo de galactosa estuvo sobrerrepresentado 

en la red PPI del M4, donde los genes encontrados fueron inducidos en plantas N+RH (Figura 22B). Dentro 

de estos genes se encuentran varias glicosiltransferasas y una rafinosa sintasa. La rafinosa tiene diversas 

funciones en la planta, como por ejemplo proteger la semilla contra desecación (Pareek et al. 2010). A su 

vez, se ha encontrado que en Zea mays (maíz) y en Cucumis sativus (pepino) que la rafinosa se acumula 

en condiciones de déficit hídrico (Liu et al. 2023; Dong et al. 2024). Asimismo, la sobreexpresión de una 

rafinosa sintasa en maíz mejoró la tolerancia a déficit hídrico tanto en Arabidopsis como en maíz (Li et al. 

2020). En el caso de la soja, se encontró también que la expresión de genes vinculados al metabolismo de 

la galactosa fue inducida en raíces de plantas de soja noduladas y sometidas a déficit hídrico en un 

genotipo con respuesta diferente frente al déficit hídrico en comparación con el de este trabajo (Sainz et 

al. 2024a). 

Otro de los módulos seleccionado para análisis de enriquecimiento funcional fue el M20; en él la 

mayoría de los DEGs co-localizados fueron del contraste i (N+RH vs N+CC), es decir de plantas noduladas 

en restricción hídrica (Tabla 5).  A su vez, dicho módulo estuvo fuertemente asociado al proceso biológico 

de regulación de la transcripción (Figura 23), por lo que se trata de un módulo que comprende 

predominantemente genes encargados de regular la transcripción génica. Si bien no se pudieron construir 

redes PPI utilizando los DEGs del módulo debido a no encontrarse evidencia de interacción entre las 
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proteínas codificadas por los genes en la base de datos de String, se encontraron dos factores de 

transcripción de la familia NAC y uno de la familia MYB up-regulados. Dichos factores participan 

justamente en la regulación de la transcripción y además están anotados como participantes en las vías 

de señalización mediadas por ABA, lo que estaría indicando que modular dicha vía ABA a nivel de 

transcripción sería una respuesta inducida en plantas N+RH. Diversos autores han encontrado que la 

modulación de la interacción entre factores NAC y MYB junto con el ABA aumenta la tolerancia al déficit 

hídrico en A. thaliana y arroz (Gao et al. 2010; Chen et al. 2012; Yin et al. 2017). Por ejemplo, la 

sobreexpresión de un factor de transcripción NAC aumentó la sensibilidad al ABA en A. thaliana 

mejorando la tolerancia al déficit hídrico sin detener el crecimiento de la planta durante condiciones de 

estrés (Gao et al. 2010). En el caso del arroz, plantas sobreexpresando un factor de transcripción MYB 

mostraron mayor tolerancia al déficit, modificando la sensibilidad al ABA y realizando un ajuste osmótico 

mediante el aumento de los niveles de azúcares solubles (Yin et al. 2017). 

Un quinto módulo, el M8, que fue seleccionado también por co-localizar la mayoría de DEGs del 

contraste i, aunque en este caso con preferencia de genes up-regulados (Tabla 5), presentó 

enriquecimiento de los procesos de respuesta a estrés y de biosíntesis de sustancias orgánicas (Figura 

24A). A su vez, el metabolismo de galactosa fue un término sobrerrepresentado en la red PPI presentando 

una glicosil hidrolasa y dos UDP-glucosa 4-epimerasas (UGE) up-reguladas (Figura 24B). Las UGEs son 

enzimas encargadas de convertir glucosa en galactosa y tienen funciones conocidas en la modulación de 

la biosíntesis de compuestos de pared celular (Rösti et al. 2007; Pareek et al. 2010). A su vez, estudios han 

demostrado que algunas UGEs aumentan la tolerancia a estrés salino en Brassica rapa (Jung et al. 2015) 

y que estarían involucradas en la resistencia a otros tipos de estrés abiótico mediante la acumulación de 

metabolitos secundarios (Rösti et al. 2007; Hou et al. 2021). Sumado a ello, inducir la transformación de 

glucosa en galactosa en condiciones de estrés serviría para permitir la biosíntesis de galactinol, que en 

conjunto con la rafinosa (up-regulada en M4) funcionarían como metabolitos osmoprotectores en 

condiciones de déficit hídrico (Rösti et al. 2007; Jung et al. 2015). Por otro lado, en el M8 co-localizaron 

DEGs up-regulados que codifican para intermediarios de la biosíntesis de flavonoides (Figura 24B), como 

una chalcona/estilbeno sintetasa, tres aldo/ceto reductasas, una aldehído deshidrogenasa y una amino 

oxidasa. Esto contradice lo encontrado en los M4 y M7 donde se observó que genes de la biosíntesis de 

compuestos fenólicos como fenilpropanoides y flavonoides fue reprimida. Sin embargo, la modulación de 

la biosíntesis de fenólicos se ha observado que es compleja, dependiente de especies y genotipos, 

sucediendo tanto activación como represión de genes de la vía (Pareek et al. 2010; Kumar et al. 2019; 

Marinho et al. 2019; Tyagi et al. 2020; Wan et al. 2022). En este sentido, este trabajo sugiere que la 

biosíntesis de metabolitos secundarios es reprogramada en plantas noduladas sometidas a restricción 

hídrica, predominando fuertemente la represión de genes involucrados en las vías de biosíntesis de 

fenilpropanoides y flavonoides, por lo que la regulación de dichas vías tendría un rol diferencial en plantas 

noduladas comparadas con no noduladas. 

Interesantemente, en el M1 el 70% de los DEGs que co-localizaron en él presentaron una up-

regulación traduccional preferencial en el contraste i (N+RH vs N+CC) (Tabla 5). Asimismo, los procesos de 

transporte proteico, fosforilación, biogénesis ribosomal y traducción estuvieron sobrerrepresentados en 

dicho módulo (Figura 25A). En la red PPI construida con los DEGs regulados a nivel traduccional se 

encontró un enriquecimiento de las vías de desintoxicación de especies oxidantes, señalización mTORC1, 

fosforilación oxidativa, iniciación de la traducción y formación de pool de subunidades ribosomales 40S 

(Figura 25B). Las plantas presentan varios sistemas antioxidantes involucrados en la homeostasis de 
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especies oxidantes, como las enzimas superóxido dismutasas o las oxidorreductasas tiorredoxinas y 

glutaredoxinas (Meyer et al. 2006; Mittler 2017). Sainz et al. (2022a) encontraron en soja que algunos 

miembros del sistema tiorredoxina/glutarredoxina presentaron regulación traduccional en plantas 

noduladas sometidas a déficit hídrico. En este trabajo se encontraron dos genes codificantes para 

tiorredoxinas, uno para una glutatión peroxidasa y uno para una enzima tipo superóxido dismutasa que 

presentaron regulación traduccional (Figura 25B). Con respecto a la superóxido dismutasa, encargada de 

transformar el radical superóxido en peróxido de hidrógeno, se han observado incrementos de su 

producción bajo déficit hídrico en genotipos tolerantes de Amaranthus tricolor (Sarker and Oba 2018) y 

Hordeum vulgare –cebada– (Acar et al. 2001). De esta manera, este trabajo sugiere que en las respuestas 

al déficit hídrico de plantas noduladas los sistemas antioxidantes enzimáticos están siendo prevalentes en 

la desintoxicación de especies oxidantes en comparación con la biosíntesis de metabolitos secundarios, la 

cual se vio principalmente reprimida (módulos 4 y 7). 

Sumado a lo anterior, la fosforilación oxidativa es otra vía relevante que está siendo regulada a 

nivel traduccional en plantas N+RH (Figura 25B). Dentro de los genes up-regulados asociados a esta vía se 

encuentran proteínas ribosomales en fosforilación oxidativa, proteínas de síntesis de ácidos grasos y 

subunidades del citocromo b. La fosforilación oxidativa es una vía que forma parte de la respiración celular 

catalizando el paso de transformación de ADP en ATP. Por lo tanto, estos resultados estarían sugiriendo 

un rol relevante del metabolismo energético, particularmente de una fuerte demanda de ATP, en plantas 

N+RH mediada por un aumento en la traducción de algunos de sus componentes.  Coutinho et al. (2023) 

observaronHaga clic o pulse aquí para escribir texto., en el genotipo de soja Embrapa48 (tolerante a déficit 

hídrico), un aumento en la expresión de proteínas involucradas en la respiración celular bajo condiciones 

de déficit hídrico.  

Por otro lado, respecto al proceso de iniciación de la traducción (Figura 25B), se encontraron 

diversos genes que codifican para proteínas ribosomales que se asocian a las subunidades mayores del 

ribosoma indicando que en condiciones de déficit hídrico las plantas noduladas aumentarían la traducción 

de proteínas de la propia maquinaria traduccional. El control traduccional de la expresión génica en 

plantas es ampliamente utilizado en diferentes contextos biológicos, ya que permite tener una rápida 

respuesta frente a estímulos debido a que no se requiere síntesis de más transcriptos, sino que se modula 

la traducción de ARNm presentes en las células (Gebauer and Hentze 2004; Hummel et al. 2009; 

Merchante et al. 2017; Sablok et al. 2017). Una característica de los ARNm que favorece una rápida 

regulación traduccional en condiciones adversas son los motivos oligopirimidínicos en la región 5’-UTR 

(Sheshukova et al. 2017; Kabardaeva et al. 2019; Cockman et al. 2020; Tungalag et al. 2023). Vinculado a 

esto, en este trabajo se encontró que un motivo de tipo oligopirimidínico (Figura 26) estuvo 

sobrerrepresentado en los transcriptos de las proteínas ribosomales regulados a nivel traduccional en el 

contraste i, lo que sugiere que la regulación traduccional mediada por motivo oligopirimidínico podría 

coordinar la síntesis de componentes proteicos requeridos para la biogénesis ribosomal. En este sentido, 

bajo déficit hídrico las plantas noduladas sobreexpresan componentes de la maquinaria traduccional 

mediante la regulación traduccional de los mismos. Si bien estudios recientes muestran evidencias de la 

modulación de la biogénesis ribosomal en respuestas a estrés (Moore et al. 2016; Moin et al. 2017; 

Benevenuto et al. 2021; Dias-Fields and Adamala 2022; Yadav et al. 2024), no se encuentra bibliografía 

que reporte dicha modulación a nivel traduccional en soja. Las proteínas ribosomales son constituyentes 

estructurales de los ribosomas, quienes son necesarios para la síntesis proteica (Shamimuzzaman and 

Vodkin 2018). De aquí surge la interrogante de ¿para sintetizar qué proteínas es que se están produciendo 
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más componentes ribosomales? Se hipotetiza que la mayor y rápida producción de componentes 

ribosomales en plantas noduladas bajo situaciones de restricción hídrica pueda ser requerida para la 

traducción de transcriptos relacionados a los procesos que se vieron up-regulados como el metabolismo 

de la galactosa, biosíntesis de algunos flavonoides, fosforilación oxidativa, desintoxicación de especies 

oxidantes y regulación de la transcripción. Se requieren estudios adicionales para su comprobación.  

Es de interés notar que, la regulación traduccional preferencial de genes vinculados al 

metabolismo energético y a la iniciación de la traducción en raíces de soja noduladas y sometidas a déficit 

hídrico, no fue encontrada, en las mismas condiciones experimentales (plantas noduladas y sometidas a 

déficit hídrico respecto a capacidad de campo, contraste i: N+RH vs N+CC), en el genotipo de respuesta 

diferencial estudiado por el laboratorio (Sainz et al. 2024a). De esta manera, esta diferencia podría estar 

siendo un componente que, en conjunto con las diferencias observadas respecto al metabolismo de 

pigmentos, explique las respuestas diferenciales de ambos genotipos cuando son sometidos a déficit 

hídrico. 

Resumiendo hasta este punto lo observado en este trabajo respecto a las respuestas al déficit 

hídrico de plantas noduladas (N+RH vs N+CC), se tiene que: se reprograma la expresión génica de la vía 

de señalización mediada por MAPK; se modula la biosíntesis de fenilpropanoides y flavonoides, 

predominantemente por represión; se induce la expresión de genes del metabolismo de la galactosa, y se 

activan algunas vías enzimáticas de desintoxicación de especies oxidantes, el metabolismo energético y la 

iniciación de la traducción, éstas últimas tres con una regulación traduccional preferencial. Por ende, se 

hipotetiza que estas vías podrían ser relevantes a la hora de mejorar la tolerancia al déficit hídrico en soja, 

y que estas vías (o algunos de sus componentes) tendrían roles claves en la mejor adaptabilidad al déficit 

cuando la planta se encuentra nodulada como ha sido observado en varias leguminosas (Antolín et al. 

1995; Lodeiro et al. 2000; Staudinger et al. 2016; Liu et al. 2022; Álvarez-Aragón et al. 2023; Lumactud et 

al. 2023). 

Adicionalmente, el M19 fue seleccionado debido a co-localizar principalmente DEGs up-regulados 

en las respuestas contrastantes de plantas sometidas a déficit hídrico en contextos de nodulación 

diferente (contraste ii, N+RH vs NN+RH) (Tabla 5). El M19 presentó enriquecimiento significativo de 

procesos biológicos como los de respuesta de defensa y de regulación de la transcripción (Figura 27). Se 

encontraron dos factores de transcripción responsivos a etileno inducidos a nivel traduccional y que 

participan tanto en la regulación de la transcripción como en la respuesta de defensa, por lo que la vía de 

señalización mediada por etileno podría ser un plus que se suma a las respuestas de plantas N+RH cuando 

son comparadas frente a plantas NN+RH.  

Debido a la importancia de los factores de transcripción en la reprogramación génica y 

coordinación de procesos biológicos y vías metabólicas, y a la importancia del control traduccional en las 

respuestas a estímulos (Pareek et al. 2010), se analizó la participación de factores de transcripción 

agrupados por familias y con regulación principalmente traduccional o combinada (transcripcional + 

traduccional) en los cuatros contrastes. Interesantemente las familias bHLH, ERF, MYB, NAC y WRKY se 

destacan con un alto número de DEGs en las respuestas asociadas al contraste i (N+RH vs N+CC) (Figura 

28). Esto es coincidente con lo reportado en la bibliografía de que la mayoría de factores de transcripción 

involucrados en la respuesta a déficit hídrico pertenecen a las familias bHLH, MYB, NAC y WRKY (Pareek 

et al. 2010; Wan et al. 2022). Dichas familias tienen roles caracterizados frente a déficit hídrico, activando 

y reprimiendo procesos biológicos como el metabolismo de hormonas, de moléculas antioxidantes y de 
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proteínas vinculadas a estrés (Pareek et al. 2010; Manna et al. 2021). La coordinación de factores de 

transcripción en las respuestas a diferentes tipos de estrés es compleja, ya que como se observa en la 

Figura 28 existe tanto inducción como represión de los factores de las mencionadas familias. Sin embargo, 

la gran mayoría de trabajos apuntan a estudiar factores de transcripción que se inducen bajo déficit 

hídrico (Gao et al. 2010; Rushton et al. 2010; Chen et al. 2012; Dias et al. 2016; Jiang et al. 2017; Yin et al. 

2017; Manna et al. 2021). Por ende, se procedió a obtener una lista de genes candidatos a tener un rol 

relevante en plantas sometidas a restricciones hídricas, la cual quedó conformada exclusivamente por 

factores de transcripción que presentaron regulación traduccional o combinada en los contrastes i y ii 

(Tabla 8). A su vez, se aplicaron otros criterios de selección como fueron ser genes hub del módulo en el 

que co-localizaron o que sus targets putativos, obtenidos de la base de datos PlantTFDB (Jin et al. 2017), 

hayan presentado el mismo estado de regulación, a nivel transcripcional o combinado. Dicha lista quedó 

conformada por 22 factores de transcripción (Tabla 8), pudiendo ser útil para realizar futuros estudios y 

que aporte evidencia para programas de mejoramiento. 

Respecto a las funciones génicas predichas mediante EGAD, se imputó el proceso biológico de 

nodulación para los genes Glyma_04G044000 (transportador de metal tipo Nramp3a) y 

Glyma_18G153500 (expansina A4). Dichos genes tienen anotados los procesos biológicos de elongación 

de pelo radicular y organización de pared celular, ambos procesos del desarrollo radicular (Tabla S3). En 

este sentido, Dong et al. (2021) encontraron que los genes short-root y scarecrow, ambos genes 

reguladores del desarrollo radicular (Helariutta et al. 2000), fueron redistribuidos evolutivamente para 

mediar la organogénesis de nódulos en M. truncatula. Debido a esto, podría ser interesante analizar si los 

dos genes de soja mencionados anteriormente, participantes en el desarrollo de radicular, efectivamente 

cumplen funciones en el proceso de nodulación predicho por EGAD.  

Sistema de Transformación Transitoria para el Análisis Funcional de Genes 

La sobreexpresión o silenciamiento de genes son métodos ampliamente utilizados para estudiar 

las funciones biológicas de los genes (Nath Radhamony et al. 2005; Kereszt et al. 2007; Clemow et al. 

2011). En este sentido, la generación de líneas mutantes generadas por transformación estable permite 

estudiar fenotipos en función de la pérdida de función o sobreexpresión de genes de interés a nivel planta 

entera. Especies como A. thaliana o N. tabacum son permisivas para realizar dicha transformación 

(Clemow et al. 2011). Sin embargo, la soja es considerada recalcitrante para la transformación estable, 

por lo que se debe optar por otras técnicas (Clemow et al. 2011). En este trabajo, debido a que se 

estudiaron las respuestas génicas a nivel de raíz, utilizar el sistema de transformación transitoria resulta 

adecuado para analizar las funciones de los genes candidatos. Dicho sistema permite la sobreexpresión o 

silenciamiento de genes a nivel de sistema radicular, formado por las hairy roots, obteniendo una planta 

compuesta por la parte aérea silvestre y la raíz transgénica, por lo que se pueden analizar las funciones 

génicas en la biología de la raíz (Kereszt et al. 2007; Clemow et al. 2011; Mohammadi-Dehcheshmeh et al. 

2014). Debido a esto, se puso a punto el sistema de transformación transitoria mediado por R. rhizogenes 

para poder realizar el análisis funcional de los genes candidatos. 

En primer lugar, como era de esperar, el uso de acetosiringona en el medio de cultivo bacteriano 

promovió la aparición de hairy roots (Tabla 9). Esto va acorde con lo reportado en bibliografía ya que la 

acetosiringona es un flavonoide que favorece la infección de la bacteria en la planta mediante una 

interacción de la molécula con la proteína virulenta VirA de la bacteria (De Saeger et al. 2021). Esto se 

debe a las características naturales de una infección bacteriana, en la cual cuando una planta presenta 
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una herida secreta compuestos fenólicos que son detectados por VirA, lo que desencadena una cascada 

de señalización que activa otros genes virales (De Saeger et al. 2021). De esta forma, la incorporación de 

acetosiringona favorece dicho proceso. 

Por otro lado, se probó el uso de dos genes reporteros, el RUBY que puede visualizarse a ojo 

desnudo, y el DsRED que debe ser visualizado bajo lupa o microscopio. Ambos reporteros funcionaron 

bien en la transformación, es decir que se obtuvieron hairy roots que los expresaban. Sin embargo, la tasa 

aparición de hairy roots con RUBY se vio enlentecida, obteniendo hairy roots con un tamaño considerable 

a los aproximadamente 30 días luego de la infección, mientras que para hairy roots con DsRED dicho 

tiempo fue de entre 14 y 20 días. Debido a esto se continuó trabajando con el DsRED como gen reportero. 

Lo anterior podría deberse a que en el caso del RUBY se provoca la sobreexpresión de enzimas 

responsables de la formación de betalaína a partir de precursores presentes en la planta que podría 

provocar un enlentecimiento del metabolismo (He et al. 2020). Sin embargo, Parthasarathy (2023) obtiene 

hairy roots en soja mediante uso del reportero RUBY en 14 días utilizando la cepa R1000 de R. rhizogenes. 

Además del uso de otra cepa diferente a este trabajo, el uso de otro genotipo podría explicar la diferencia 

observada, ya que las tasas de transformación y aparición de hairy roots son genotipo dependendientes 

(Kereszt et al. 2007; Clemow et al. 2011; He et al. 2020; De Saeger et al. 2021; Parthasarathy 2023). 

El porcentaje promedio de raíces positivas, expresando DsRED, en cotiledones fue de 50% (Figura 

33). Este porcentaje es bueno, ubicándose en el centro del rango reportado en la bibliografía (20-80%) 

(Kereszt et al. 2007; Harvey et al. 2008; Clemow et al. 2011; De Saeger et al. 2021; Cheng et al. 2021). Los 

porcentajes más elevados han sido encontrados cuando los cotiledones infectados fueron depositados, 

en vez de sobre agar-agua, sobre un medio enriquecido en sales, vitaminas y la selección correspondiente 

al vector y/o acetosiringona (Harvey et al. 2008; Rana et al. 2016; Kong et al. 2019; Rong Li et al. 2020; 

Cheng et al. 2021). Podría probarse cambiar el protocolo actual establecido para el laboratorio a efectos 

de obtener mayores eficiencias. No obstante, dicha mejora sería implementada para la etapa de infección 

cotiledones cuando en realidad el objetivo final es obtener mayores eficiencias en infecciones en 

plántulas. Por lo tanto, el uso de un medio enriquecido en este caso no sería directamente viable pues en 

el método de infección en plántulas no se requiere una etapa de incubación del material vegetal en un 

medio sólido como es el caso de en cotiledones, sino que se infecta directamente la herida de la plántula 

con el césped bacteriano. Sin embargo, podría probarse aplicar sobre la herida, previo al embetunamiento 

con bacteria, una capa de una solución conteniendo acetosiringona y/o antibiótico correspondiente a la 

selección del vector a efectos de intentar levantar el porcentaje de eficiencia de transformación. Dado lo 

comentado anteriormente, ambos compuestos podrían ser los causantes de aumentar la eficiencia. Por 

un lado, el uso de antibiótico favorece la selección de bacterias conteniendo el vector que, si bien en todo 

el protocolo se manejan condiciones asépticas y se van seleccionando las bacterias en diferentes etapas, 

no resultaría menor incorporar otro paso de selección. Por otro lado, el uso de acetosiringona, como fue 

mencionado anteriormente, favorece la virulencia de la bacteria. 

Finalmente, se probó en este trabajo el uso de una única atmósfera controlada y generalizada 

para proveer de la humedad suficiente y necesaria para el desarrollo de las hairy roots en plántulas en 

sustitución del uso de una atmósfera individual, es decir para cada planta (Figura 34). Tanto las plántulas 

como las hairy roots se desarrollaron normalmente en este nuevo sistema, por lo que el uso de él es 

sumamente apropiado ya que disminuye los tiempos y esfuerzos de la técnica. 



94 
 

5. CONCLUSIONES 

• El análisis combinado de WGCNA+DEGs resultó útil para explorar el transcriptoma y 

traductoma de soja bajo diferentes condiciones hídricas y contextos de nodulación. 

• Se identificaron módulos de co-expresión génica enriquecidos en DEGs que pudieron ser 

asociados a procesos biológicos. 

• Se asociaron respuestas específicas de las plantas con módulos de co-expresión génica. 

• La regulación traduccional de la expresión génica fue relevante en las respuestas de plantas 

noduladas a déficit hídrico, en particular para los procesos de iniciación de la traducción, 

fosforilación oxidativa y formación de pool de subunidades ribosomales 40S libres. 

• Se identificaron genes candidatos robustos sujetos a control traduccional en raíces de plantas 

de soja noduladas sometidas a déficit hídrico. 

• Se puso a punto el sistema de transformación transitoria mediado por Rhizobium rhizogenes 

para el análisis funcional de genes candidatos. 
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Figura S1 Análisis de Componentes Principales. Dim1 y Dim2 refieren a las dimensiones 1 y 2, respectivamente. Batch 

corresponde a los diferentes lotes de secuenciación. 

 

Figura S2 Selección del valor de potencia para la función de adyacencia en la construcción de módulos de co-
expresión génica. A Valor del R2 en función del valor de potencia utilizado para calcular la adyacencia entre genes. 
Valores por encima de 0,8 satisfacen el criterio de topología libre de escala. B Número de genes promedio por módulo 
en función del valor de potencia. 
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Figura S3 Clusterización jerárquica de eigengenes de módulos (ME) de red WGCNA. A Distancia entre ME calculada 
siguiendo el manual del paquete de R WGCNA (1 – correlación entre MEs). Criterio de clusterización utilizado para la 
creación del dendrograma: enlace promedio. Selección de número de clusters mediante índice Silhouette (Dudek 
2020). B Silhouette plot. Índice silhouette calculado usando el paquete de R NbClust (Charrad et al. 2014). 
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Tabla S1  Cantidad de genes expresados diferencialmente a nivel transcriptómico (TOTAL) y/o traductómico (PAR) comunes a déficit hídrico -contrastes i) y iii)- y a nodulación -contrastes ii) y iv)- de 
acuerdo a su localización en módulos de co-expresión génica (M) de la red de WGCNA. 

Contrastes Estado 
Nivel de 

regulación 
M0 M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M11 M12 M13 M14 M15 

M
16 

M
17 

M
18 

M
19 

M
20 

M
21 

M
22 

M
23 

M
24 

M
25 

M
26 

M
27 

M
28 

M
29 

M
30 

M
31 

M
32 

M
33 

i)  
N+RH  

vs  
N+CC  

y 
 

 iii) NN+RH 
vs  

NN+CC 

Down 

TOTAL 0 0 0 0 17 0 0 7 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
8 

(5) 
0 0 1 0 0 0 0 2 0 0 

PAR 0 0 0 0 5 (1) 0 0 3 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

TOTAL+PAR 0 0 0 0 
144 
(84) 

0 0 
50 

(21) 
4 

(2) 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 

2 
(1) 

1 0 

Up 

TOTAL 0 0 0 0 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

PAR 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

TOTAL+PAR 0 0 0 0 
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0 0 1 

16 
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NN+RH  

y  
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Upregulat
ed 
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TOTAL+PAR 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
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(63) 

0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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Tabla S2 Cantidad de genes expresados diferencialmente a nivel transcriptómico (TOTAL) y/o traductómico (PAR) en cada contraste de acuerdo a su localización en módulos de co-expresión génica (M) 
de la red de WGCNA 

Contra
ste 

Estado 
Nivel de 

regulación 
M
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M1 M2 
M
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M4 
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M
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M7 M8 M9 
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19 3 6 0 1 2 0 2 2 2 1 0 8 (1) 
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(1) 

5 
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(2) 

0 
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(1) 
2 1 

2 
(1) 

3 
(1) 

0 1 0 1 

PAR 0 2 8 (1) 4 70 (4) 0 0 
19 
(6) 

11 6 2 0 1 0 2 
5 

(3) 
0 0 0 0 8 

13 
(2) 

11 
(2) 

1 2 3 0 0 0 0 0 5 0 0 

TOTAL+PAR 0 3 10 3 
240 
(57) 

0 1 
43 

(19) 
20 (3) 

5 
(1) 

1 0 0 1 0 5 0 0 0 0 
21 
(1) 

39 
(18) 

29 
(8) 

1 0 
6 

(3) 
0 6 0 1 0 2 0 0 

Up 

TOTAL 0 4 6 3 49 0 0 2 33 (5) 2 1 0 1 0 0 2 0 0 0 0 6 (1) 0 0 2 0 6 
3 

(1) 
0 

9 
(4) 

0 1 0 0 0 

PAR 0 
228 
(99) 

11 9 63 (1) 0 0 0 22 (5) 
14 
(1) 

2 0 0 3 3 
6 

(1) 
0 0 0 0 18 3 3 0 2 

6 
(1) 

0 0 5 1 1 0 1 2 

TOTAL+PAR 0 31 (1) 12 4 
158 
(20) 

0 1 3 
120 
(42) 

0 0 0 0 0 0 
3 

(1) 
0 0 0 0 

51 
(23) 

1 
2 

(1) 
1 0 

6 
(3) 

4 
(1) 

0 
3 

(2) 
0 0 0 0 0 

ii)  
N+RH  

vs  
NN+R

H 

Down 

TOTAL 0 5 1 1 
82 

(31) 
1 1 

16 
(2) 

6 (1) 2 2 0 
5 

(1) 
0 1 6 1 0 0 0 1 0 0 

9 
(1) 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

PAR 0 2 0 0 14 (5) 0 1 6 (1) 0 1 7 0 0 0 0 
4 

(1) 
0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

TOTAL+PAR 0 1 0 1 
126 
(61) 

0 1 
35 
(8) 

2 (1) 0 8 0 0 0 0 
12 
(4) 

0 0 0 0 0 0 0 
4 

(2) 
0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 

Up 

TOTAL 0 14 (1) 2 3 28 (4) 0 1 2 (1) 6 1 11 0 0 0 1 1 0 0 2 
27 

(11) 
1 (1) 0 0 1 0 0 0 0 0 4 0 0 1 0 

PAR 0 2 0 0 14 (3) 0 0 1 3 (1) 0 5 0 1 0 0 
2 

(2) 
0 0 0 7 (1) 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 

TOTAL+PAR 0 4 0 0 31 (9) 1 0 4 7 (1) 0 16 0 0 0 0 7 0 1 1 
11 
(4) 

1 0 0 
1 

(1) 
0 0 0 0 0 3 0 0 

20 
(6) 

0 

iii)  
NN+R

H 
vs  

NN+C
C 

Down 

TOTAL 0 4 2 1 9 0 1 
25 
(2) 

4 0 3 0 0 1 0 3 
3 

(1) 
0 2 0 2 0 0 

8 
(2) 

0 0 3 0 1 0 0 5 2 0 

PAR 0 0 2 0 4 0 0 
15 
(3) 

2 0 1 0 0 0 0 0 0 0 3 1 0 0 0 1 2 1 0 1 0 0 0 1 0 0 

TOTAL+PAR 0 0 2 0 8 1 0 
51 

(10) 
0 0 4 0 0 1 0 0 1 1 8 0 0 0 0 

4 
(1) 

2 0 0 0 0 0 0 1 
17 
(6) 

0 

Up 

TOTAL 0 3 1 1 6 0 0 7 3 1 6 0 0 0 0 3 3 12 
23 
(8) 

0 0 0 1 3 
16 
(1) 

0 0 0 0 0 0 0 1 0 

PAR 0 6 1 0 2 1 0 1 7 0 3 0 0 0 0 0 0 2 (1) 
5 

(2) 
0 2 0 0 1 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

TOTAL+PAR 0 1 0 0 2 0 0 3 2 0 3 0 0 0 0 0 0 8 (1) 
16 
(8) 

0 0 0 0 
3 

(2) 
17 
(9) 

0 0 0 0 0 0 0 1 0 

iv)  
N+CC  

vs 
NN+CC 

Down 

TOTAL 0 5 4 4 7 1 3 
12 
(4) 

6 (1) 1 9 0 0 3 0 1 2 0 2 0 3 (1) 4 0 
4 

(1) 
2 2 1 0 

13 
(4) 

2 0 0 0 0 

PAR 0 4 9 (1) 5 0 2 0 
17 
(1) 

1 0 5 0 0 
10 
(1) 

0 0 3 0 0 0 2 3 1 
7 

(2) 
0 0 1 0 

6 
(1) 

0 0 0 0 0 

TOTAL+PAR 0 3 11 8 4 0 1 
28 

(10) 
4 (1) 0 4 0 0 

16 
(1) 

0 3 3 0 3 0 2 1 0 
2 

(1) 
0 0 0 0 

12 
(3) 

4 
(2) 

0 0 0 0 

Up 

TOTAL 0 6 7 0 6 7 2 5 2 0 19 0 1 4 0 7 2 0 6 8 1 
22 
(1) 

7 
(1) 

1 4 3 0 0 3 
10 
(4) 

0 0 0 0 

PAR 0 1 3 3 1 1 0 2 0 0 19 1 0 2 0 0 4 2 3 5 0 8 (2) 2 1 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

TOTAL+PAR 0 1 9 4 0 2 1 7 0 1 52 0 0 2 0 0 4 0 0 2 0 
53 

(19) 
2 

3 
(1) 

1 1 0 0 
6 

(2) 
1 0 0 0 0 
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Tabla S3 Lista de genes imputados para los procesos biológicos (PB) de la Gene Ontology (GO) de traducción y nodulación mediante EGAD. 

GlymaID Descripción GO-PB Anotado GO-PB Imputado 

Glyma_07G085900 LOC100790976 no caracterizado organización membrana tilacoidal 

traducción 

Glyma_19G072000 LOC100499753 no caracterizado inserción de proteína en membrana mitocondrial 

Glyma_17G196800 factor de splicing tipo 7 splicing ARNm via splicesoma 

Glyma_18G078700 proteína ribosomal L19-1 50S biosíntesis de ATP 

Glyma_13G051500 alfa/beta hidrolasa proteólisis 

Glyma_18G007100 correpresor dr1 regulación de la transcripción 

Glyma_19G151400 histona H2AX metabolismo dolichol; manosilación de proteína 

Glyma_08G151900 proteína ribosomal L6 60S ensamblaje subunidad ribosomal mayor 

Glyma_09G185900 aspartil-proteasa APCB1 proteólisis; defensa contra hongos 

Glyma_16G159900 LOC100527783 no caracterizado plegado proteico 

Glyma_01G167300 proteína ribosomal L8-1 60S respuesta a auxina 

Glyma_02G196900 proteína NSA2 biogénesis ribosomal procesamiento ARNr 

Glyma_08G222100 proteína ribosomal L7-4 60S maduración de ARNr a partir de transcripto tricistrónico 

Glyma_12G028500 proteína ribosomal L7a-2 60S biogénesis ribosomal 

Glyma_07G214900 proteína ribosomal S16 40S maduración de ARNr a partir de transcripto tricistrónico 

Glyma_17G095400 proteína NIP7 biogénesis ribosomal ensamblaje ribosomal 

Glyma_08G014100 quinasa BSK7 señalización mediada por brassinosteroides 

Glyma_12G053500 ligasa E3 ARI2 ubiquitinación proteica 

Glyma_19G150400 regulador de complejo MON1-CCZ1 regulación de la autofagia 

Glyma_01G114000 proteína transportadora de auxina señalización activada por auxinas 

Glyma_15G167400 proteína ribosomal L7-4 60S maduración de ARNr a partir de transcripto tricistrónico 

Glyma_19G155700 Rho GTPasa mitocondrial transducción de señal mediada por GTP; respuesta a ABA 

Glyma_07G028400 2-metoxi-6-poliprenil-1,4-benzoquinol metilasa metilación 

Glyma_05G241200 proteína ribosomal S16 40S maduración de ARNr a partir de transcripto tricistrónico 

Glyma_09G222300 proteína tipo 10A5 inducida por auxina respuesta a auxina 

Glyma_19G208900 factor GAI-associated dedo de zing regulación de la transcripción 

Glyma_07G020000 proteína ribosomal L30/L7 maduración de ARNr a partir de transcripto tricistrónico 

Glyma_13G214600 proteína carrier acil putativa biosíntesis de ácidos grasos 
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Glyma_05G045200 quinasa nucleósido difosfato biosíntesis UTP, GTP y CTP 

Glyma_13G347400 subunidad TIM23-2 de translocasa mitocondrial transporte transmembrana 

Glyma_08G141700 proteína ribosomal L6-1 60S ensamblaje subunidad ribosomal mayor 

Glyma_13G094600 proteína FGGY metabolismo de carbohidratos 

Glyma_04G169200 proteína EMBRYO DEFECTIVE 514 terminación desarrollo embrionario en dormancia 

Glyma_04G224200 ligasa E3 RNFT1 regulación positiva de vía ERAD 

Glyma_01G193800 proteína ribosomal L26-1 60S biogénesis subunidad ribosomal mayor 

Glyma_08G042300 proteína ribosomal S15 40S biogénesis subunidad ribosomal menor 

Glyma_03G215300 LOC100499789 no caracterizado hidrólisis enlace fosfodiéster ARN 

Glyma_11G103700 proteína ribosomal L7a-2 60S biogénesis ribosomal 

Glyma_14G190900 probable transportador de aniones probable transporte transmembrana 

Glyma_08G109300 chalcona sintasa biosíntesis flavonoides 

Glyma_07G117000 subunidad delta ATP sintasa biosíntesis de ATP 

Glyma_20G192300 factor de transcripción NAC 53 regulación de la transcripción 

Glyma_08G190300 proteína caseína quinasa fosforilación proteica 

Glyma_20G130500 LOC100809521 no caracterizado procesos metabólicos 

Glyma_04G044000 transportador de metal Nramp3a transporte de metales; elongación pelo radicular 
nodulación 

Glyma_18G153500 expansina-A4 organización pared celular 

 

 


