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I RESUMEN

El cultivo del género Eucalyptus esta principalmente predominado por E. globulus y E.
nitens donde E. globulus posee importancia econdémica, gracias al crecimiento que este
posee y a la calidad de su madera, por otro lado, E. nitens posee mayor crecimiento, como
también por ser resistente a heladas y tolerante a frios extremos. Uno de los programas de
mejoramiento importante, es la hibridacion entre E. nitens y E. globulus, que busca las
caracteristicas de enraizamiento y propiedades de la madera de E. globulus y la alta tasa
de crecimiento junto con la tolerancia al frio de E. nitens. En este estudio de anélisis in
silico se caracterizé el perfil transcriptomico de 855 factores de transcripcion de 53
familias diferentes del hibrido E. nitens x E. globulus en respuesta a la aclimatacion por
bajas temperaturas y temperaturas de congelamiento, a su vez se obtuvo que las familias
con mayor regulacion negativa entre las combinaciones de tratamientos fueron bHLH,
WRKY, y, MYB_related, por otro lado, se obtuvo que las familias bHLH, WRKY, NAC,
MYB presentaron mayor regulacion positiva. De todos los factores de transcripcion
expresados diferencialmente EnigloWRKY 5, EnigloMYB related 31, EnigloMYB 39,
EnigloGRAS 30, EnigloGRAS 30, EnigloNAC 13, arrojaron un aumento en su expresion.
También se obtuvo que EnigloNAC 42, EnigloNAC 37, EnigloNAC 6, EnigloE2F/DP 1,
y, EnigloARF 3 se encontraron relacionados en diversos procesos bioldgicos dentro del

transcriptoma, siendo candidatos para futuros estudios.



I ABSTRACT
The cultivation of the genus Eucalyptus is mainly dominated by E. globulus and E. nitens,
where E. globulus has economic importance, thanks to the quality of its wood, E. nitens
has higher growth rate, as well tolerance to frost. One of the important breeding programs
is the hybridization between E. nitens and E. globulus, looking for rooting features and
wood properties of E. globulus, and the high growth rate together with the cold tolerance
of E. nitens. In this in silico study, characterization of the transcriptomic profile of hybrids
under cold acclimation treatments were performed. In this analysis 855 transcription
factors from 53 different families off the hybrid E. nitens x E. globulus, in response to
cold aclimatation and frost temperatures, obtained. Among them, turn it was obtained that
the families with most negative regulation were bHLH, WRKY, and MYB related, in
other hand, the families with most positive regulation were bHLH, WRKY, NAC, and
MYB. Between all transcription factors differentially expressed EnigloWRKY 5,
EnigloMYB related 31, EnigloMYB 39, EnigloGRAS 30, EnigloGRAS 30, and
EnigloNAC 13 exhibited an increase in their expression. Also, it was obtained that
EnigloNAC 42, EnigloNAC 37, EnigloNAC 6, EnigloE2F/DP 1, y, EnigloARF 3 were
found related in various biological processes within the transcriptome, being candidates

for future studies.



III INTRODUCCION

La industria forestal ha ido evolucionando de manera lenta, pero constante, y de manera
creciente donde hace aproximadamente 60 afios la silvicultura de produccion basada en
especies exoticas comenzoé en el hemisferio sur (Grattapaglia 2008). La superficie total a
nivel mundial de plantaciones forestales es de 279 millones de hectareas, donde Chile
ocupa el puesto nimero 18, lo que corresponde al 1,1% de la superficie al afio 2015.
(INFOR, 2018). La superficie del territorio continental chileno es de 75,6 millones de
hectareas, de la cual 2.4 millones corresponden a plantaciones forestales equivalente
al 3,2% de la superficie del pais, donde las principales especies cultivas son Pinus radiata
D. Don (57,6%)., Eucalyptus globulus Labill (24,5%), Eucalyptus nitens Deane and
Maiden (11,1%) (INFOR 2018b). Chile se encuentra entre los paises de mayor produccion
de pulpa para papel en el mundo, alcanzando un 7% del consumo internacional, siendo el
segundo pais sudamericano con mayores exportaciones después de Brasil (FAOSTAT
2019).

El género Eucalyptus originario de Australia, y perteneciente a la familia de las
Myrtaceae, presenta una gran diversidad, superando las 600 especies descritas, a su vez
es de importancia internacional, debido a la posibilidad de producir madera en corto
tiempo en rotaciones, cortas suministrando materia prima de alta calidad para madera,
papel, pulpa y energia. (Barrios et al/ 2004, Granados-Sanchez & Lopez-Rios 2007,
Grattapaglia 2008). La llegada a chile del género Eucalyptus fue en el primer trimestre del
siglo XIX (Grattapaglia 2008). Hacia el afio 2016 el cultivo del género Eucalyptus esta
principalmente predominada por E. globulus y E. nitens con una superficie de 24,5% y
11,1% respectivamente, siendo la region del Biobio la de mayor superficie cultivada
alcanzando 928.356 hectareas (INFOR, 2018).
Las ventajas que cada especie presenta, se debe a que E. globulus posee importancia
econdmica, debido al gran rendimiento en pulpa, y mayor densidad bésica en su madera,
por otro lado, E. nitens posee menor rendimientos palpables volumétricos, pero que se

pueden suplir con un mayor crecimiento, como también por ser resistente a heladas y



tolerante a frios extremos, donde E. globulus no logra establecerse en los primeros afos.
(Gutiérrez 2006, Guzman & Yanitza 2006, Acevedo Meins 2008).

En el afio 1988 algunas empresas forestales comienzan a establecer plantaciones de E.
globulus y E. nitens, a su vez el INFOR comienza a discutir un programa de mejoramiento
genético para el género, pero no es hasta el afio 1990 que las empresas forestales
comienzan con los programas de mejoramiento, seguidos por INFOR en el afio 1991. No
es hasta el afio 2001 donde se decidid buscar individuo de E. globulus tolerantes al estrés
por frio, y ya en el afo 2004 comienza un programa de hibridacion entre especies del
género Eucalyptus, para poder conferir tolerancia a sequia a E. globulus. (Ipinza et al
2014). Uno de los programas de mejoramiento importante, es la hibridacion entre E. nitens
y E. globulus, el cual se encuentra simplificado en la figura 1, donde se busca las
caracteristicas de enraizamiento y dar énfasis en las propiedades de la madera de E.
globulus y la alta tasa de crecimiento junto con la tolerancia al frio de E. nitens. (Ipinza et

al 2014)

Padres

. o

EN EGG y

F1 /" '«.Z:" o/x
% ’:—‘ RETROCRUZA
ENXEGG  ENXEGG *

4

F2

(ENXEGG)XEGG

Fig 1. EN: Eucalyptus nitens; EGG: Eucalyptus glubulus (modificado de Ipinza et al,
2014)

El estrés por frio, se separa en temperaturas de enfriamiento (inferiores a los 15°C),
provocando en las plantas alteraciones fisiologicas, disminuyendo su crecimiento, menor
expansion foliar, marchitamiento, clorosis e inclusive necrosis en sus tejidos, por otro lado
las temperaturas de congelamiento (inferiores a los 0°C), los dafios pueden llegar a ser

muy severo, ocasionando deterioros en la membrana, estrés hidrico e incluso muerte en



los tejidos de la planta (Morales et a/ 2003, Navarrete 2017). A pesar de que el género
Eucalyptus se distribuye ampliamente a nivel mundial, su cultivo se ve limitado a la
sensibilidad a congelacion que estos presentan, es por esto que las investigaciones en
Eucalyptus se centran principalmente en las bajas temperaturas, y como estan asociados
algunos genes a la tolerancia al frio, también en comprender la regulacion de genes, y
también en describir perfiles transcripcionales en respuesta a bajas temperaturas, para
poder entender de mejor manera como una combinacion de cambios fisiologicos y
metabolicos que dependen de las modificaciones del transcriptoma, generan la respuesta

adaptativa a aclimatacion por frio (El Kayal et al 2006, Gaete-Loyola et al 2017).

La respuesta genética se puede clasificar en dos principalmente, genes funcionales y genes
reguladores, donde los primeros son los que corresponden a regiones que codifican a
proteinas, como por ejemplo las proteinas de choque térmico o heat shock proteins (HSP)
que, durante la aclimatacion al frio estas se unen como chaperonas a ciertas proteinas para
evitar la desnaturalizacion por el congelamiento. Por otra parte, los genes reguladores son
los denominados factores de transcripcion (elementos #rans), los cuales regulan el nivel
de expresion o abundancia de transcritos 0 ARNm (Navarrete 2017). En E. globulus se
estudio la familia WRKY, donde se demostr6 que multiples factores de transcripcion
eglWRKY estan regulados a temperatura de enfriamiento (4°C), y congelacion (-6°C), de
los cuales 11 genes mostraron estar regulados bajo la aclimatacion por frio derivados de
ensayos de qRT-PCR en tejido foliar (Aguayo et al 2019). Por otro lado, en E. nitens los
factores de transcripcion de las familias AP2, MYB, y WRKY fueron las representados
mayoritariamente como genes diferencialmente expresados bajo aclimatacion por frio
(Aguayo et al 2019). Factores de transcripcion de la familia bHLH han sido reportados
en perfiles transcripcionales de E. globulus, como en E. nitens, bajo aclimatacion por frio

y déficit hidrico (Aguayo et al. 2019, Fernandez et al. 2015, Gaete-Loyola et al. 2017).

Por estas razones se trata de responder a la siguiente pregunta, ;Existe diferencia en la
expresion de transcritos relacionados a familias de factores de transcripcion bajo

condiciones de aclimatacion por frio y aclimatacion por temperaturas de congelamiento?,



con lo cual se responde que, las Familias de factores transcripcionales bHLH, WRKY,
MyB y AP2 son las que presentan el mayor nimero de genes diferencialmente expresados
en un perfil transcripcional del hibrido E. nitens x E. globulus aclimatado a baja
temperatura.

El objetivo general del presente trabajo es caracterizar el perfil transcripcional del hibrido
E. nitens x E. globulus en respuesta a aclimatacion a baja temperatura para identificar las
familias de factores de transcripcion con el mayor nimero de genes diferencialmente
expresados y generar una red de interaccion de proteinas para identificar sus genes
objetivos putativos, y como objetivos asociar las secuencias del hibrido E. nitens x E.
globulus a alguna familia de factor de transcripcion, determinar los factores de
transcripcion expresados diferencialmente en el hibrido E. nitens x E. globulus bajo
condicidn control y aclimatacion a bajas temperaturas, y, generar una red de interaccion
para identificar los genes objetivos putativos de los factores transcripcionales

identificados en el hibrido E. nitens x E. globulus.



IV METODOLOGIA

4.1 Preparacion material vegetal, extraccion y secuenciacion de ARN.

Para realizar los andlisis in silico se contd con los datos obtenidos a partir del proyecto
Fondecyt 11121559, en el cual el material vegetal fue sometido por parte del laboratorio
de genomica forestal, a dos tratamientos en cdmara fria: frio a bajas temperaturas (AAH),

frio aclimatado a las temperaturas de congelamiento (ADH), y, a condicion control (NA).

Los tratamientos contaron con 3 réplicas bioldgicas por condicion, donde de cada una se
extrajo ARN de 9 hojas con el protocolo CTAB RNA. La integridad, la calidad y la
cantidad se evaluaron usando Agilent 2100 BioAnalyzer y Eukaryote Total RNA Nano
Assay.

Finalmente se prepararon nueve bibliotecas de secuencias utilizando el kit de ARNm

truSeq (Illumina).

Con estas 9 bibliotecas de expresion secuenciadas se realizaron los analisis de este trabajo

de titulo.

4.2 Control de calidad, recorte y optimizacion de las lecturas.

Se utilizo el programa FastQC para determinar la calidad de los reads obtenidos de la
secuenciacion de las 9 bibliotecas generadas. Y con el programa Cutadapt se eliminaron
adaptadores, sesgo en la distribucion de nucleotidos, y secuencias contaminantes. Después
del proceso de corte se seleccionaron secuencias procesadas con tamafio igual o superior

a 50 pb.



4.3 Identificacion de factores de transcripcion en hibrido E. nitens x E. globulus.

Se empled como transcriptoma de referencia el ensamble realizado previamente del
hibrido de E. nitens x E. globulus. La identificacién de factores de transcripcion en el
ensamble del hibrido E. nitens x E. globulus se llevo a cabo utilizando BLASTX (e-value
1x10', identidad 45%, largo de secuencia alineada 100aa) y BLASTN (e-value 1x10',
identidad 90%, largo de secuencia alineada 300ncl) con las siguientes bases de datos
realizadas previamente 1) Secuencias de aminoacidos de proteinas anotadas del genoma
de Eucalyptus grandis, V2.0 de la base de datos Phytozome 12; 2) Secuencias de
nucleotidos de transcritos anotados del genoma de E. grandis V2.0 de Phytozome 12; 3)
coleccion completa de factores de transcripcion de la base de datos de plantas (PTFDB)

de la péagina “http:/planttfdb.cbi.pku.edu.cn/”. Cada hit positivo para factores de

transcripcion sé selecciond para analisis posteriores.

4.4 Busqueda de dominios funcionales.

Se usé como transcriptoma de referencia el ensamble realizado previamente del hibrido
de E. nitens x E. globulus, el cual fué procesado con Repeat mask, para enmascarar
secuencias repetidas y posterior traduccion a secuencias de aminoacidicas el transcriptoma
de referencia con Transeq.

Se descarg6 el perfil HMM de Pfam v32.0, y los dominios funcionales que no se
encuentran en la base de datos Pfam y son necesarios para la caracterizacion de factores
de transcripcion. Fueron descargados desde PLANTTFDB como archivos de alineamiento
creados con CLUSTAL 2.1, donde se cred un nuevo perfil HMM el cual se utilizo para
caracterizar los dominios funcionales restante denominados “self-build”.

Finalmente se us6 HMMSscan con e-value le-10 utilizando el perfil HMM de la base de

datos Pfam v32.0 y el perfil “self-build”


http://planttfdb.cbi.pku.edu.cn/

4.5 Anotacion de factores de transcripcion.

Se utilizaron tres reglas para asignar una funcion a todos los hits positivos del
transcriptoma de referencia en el alineamiento que presente el o los dominios funcionales
necesarios, donde se clasificaron de acuerdo a los dominios que presenten, separando en
superfamilias los que presenten dominio de uniéon a ADN, luego dentro de las mismas se
agruparon en familias de acuerdo al nimero de dominios de unién a ADN, el tipo, y el
dominio auxiliar que requieran, también se excluyeron como factor de transcripcion
aquellos que presentaron un dominio no admitido como factor de transcripcion.

Las reglas para cada una de las familias se pueden apreciar en el apéndice 1.

Todos los hits positivos del transcriptoma de referencia en el alineamiento que presentaron
la misma secuencia blanco y misma familia de factor de transcripcion, se agruparon
tomados como un solo factor de transcripcion.

Se asigno6 el nombre “Eniglo” a cada factor de transcripcion seguido por la familia de

factores transcripcionales.

4.6 Alineamiento de las lecturas.

Se empled como transcriptoma de referencia el ensamble realizado previamente del
hibrido de E. nitens x E. globulus. Para realizar el alineamiento se utilizé el método de
estimacion por modelo RSEM el cual incluye el método de alineamiento Bowtie2. Las

lecturas alineadas se obtuvieron en formato BAM.

4.7 Analisis de expresion génica diferencial.

Se realizard la matriz de abundancia mediante el método RSEM que se incluye en el
paquete de TRINITY.
Se utilizara el programa Deseq2 para realizar la normalizacion de expresion y la prueba

estadistica de expresion diferencial. Se compararan No aclimatado vs Aclimatada antes
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de helada; No aclimatada vs Aclimatada después de helada; Aclimatada antes de helada
vs Aclimatada después de helada. Se tomardn como diferencialmente expresado los
valores Log2 Fold change superior a 1 e inferior a -1, con padj 0.05

Se utilizo heatmpa.2 en R para la realizacion de mapas de calor con valores de padj 0.05

4.8 Red de interaccion.

Se realizard una red de interaccion proteina-proteina con el programa Cytoscape 3.7.2
utilizando los datos de interaccion de Arabidopsis thaliana (Ecotipo Columbia) v.3.5.182
de la base de datos curada BioGRID. Se agregaran los datos de expresion diferencial de
los factores de transcripcion anotados, y los transcritos alineadas con las secuencias de
proteinas y aminoacidos de E. grandis (BLASTX (e-value 1x10', identidad 45%, largo
de secuencia alineada 100aa) y BLASTN (e-value 1x10', identidad 90%, largo de

secuencia alineada 300ncl) que presenten mayor identidad con secuencias de A. thaliana.

4.9 Ontologia genética.

Los factores de transcripcion anotados de E. nitens x E. globulus diferencialmente
expresados en cada interaccion de condiciones (NA vs AAH, AAH vs ADH, y NA vs
ADH) se le asigno6 una secuencia de A. thaliana con mayor identidad. Los genes anotados
se analizaron con el complemento BiNGO 3.0.3 Cytoscape 3.7.2 configurado con una
prueba hipergeométrica y una tasa de falso descubrimiento de Benjamini y Hochberg de
0.05. Se redujo la redundancia de términos y agruparon los similares con el uso de la
plataforma REVIGO con una lista de redundancia pequeiia (0.5), asociados por p-value,
utilizando la base de datos de A. thaliana, y con una medida de similitud SimRel.
Finalmente el resultado arrojado por la plataforma REVIGO, se visualiz6 en Cytoscape

3.7.2.
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V RESULTADOS

5.1 Control de calidad y pre-procesamiento.

La libreria de secuenciacion para los tratamientos AAH, ADH y NA mostraron un
contenido por base no homogéneo en los primeros 15 nucledtidos (Figura 1), el cual

corresponde a adaptadores universales [llumina como se puede observar en la figura 3.

Sequence content across all bases
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1234567 89121318-19 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 84-85 90-91 96-97 104-105 114-115 124-125
Position in read (bp}

Figura 1. Proporcion de base por posicion en las secuencias antes de procesar de la
muestra 1 del tratamiento AAH. Eje horizontal es la posicion en la lectura, mientras que
el eje vertical muestra el porcentaje. Guanina gris, citosina azul, timina rojo, adenina

verde.



12

Sequence content across all bases
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1234567891213 18-19 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 84-85 90-01 96-97 104-105
Position in read (bp)

Figura 2. Proporcion de base por posicion en las secuencias de la muestra 1 del
tratamiento AAH después del recorte de nucledtidos del extremo 5°. Eje horizontal es la
posicidn en la lectura, mientras que el eje vertical muestra el porcentaje. Guanina gris,

citosina azul, timina rojo, adenina verde.

Donde posteriormente utilizando la herramienta CUTADAPT se eliminaron los primeros
15 nucleotidos con el fin de remover cualquier sesgo de secuenciacion de nuestros datos

(Figura 2), y obtener secuencias libres de adaptadores (Figura 4).
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lllumina Universal Adapter
lllumina Small RNA 3' Adapter
lllumina Small RNA 5' Adapter
Nextera Transposase Sequence
SOLD Small RNA Adapter

1234567891213 18-19 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 84-85 90-01 96-97 104-105 114

Position in read (bp)

Figura 3. Porcentaje de adaptadores a lo largo y posicion de las lecturas de la biblioteca

de la muestra 1 del tratamiento AAH antes de procesar.
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lllurnina Small RNA 3' Adapter
lllurina Small RNA S* Adapter
Nextera Transposase Sequence
SOLID Srnall RNA Adapter

1234567891213 18-19 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 84-85 90-91 96-97
Position in read (bp)

Figura 4. Porcentaje de adaptadores a lo largo y posicion de las lecturas de la biblioteca

de la muestra 1 del tratamiento AAH después del recorte de nucledtidos del extremo 5°.



14

El reporte de anélisis por base de secuencia arrojo buena calidad a lo largo de cada una de
las posiciones, como se puede observar en los pardmetros de media, mediana y ubicacion
de los cuartiles en la figura 5, lo que se puede complementar con el reporte de calidad de
cada secuencia, que indica que la precision de secuenciaciones al menos un Phred de 37
(Figura 7), estos parametros se mantuvieron posterior al preprocesamiento de las
bibliotecas como muestran la figuras 6 y 8. Por esta razéon no es necesario realizar un

procesamiento de filtro de las lecturas restantes

El resultado para todas las librerias generadas es similar y son incluidos desde el apéndice

2al 13.

Quality scores across all bases {Sanger / lllumina 1.9 encoding)
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1234567891213 18-19 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 84-85 90-91 96-97 104-105 114-115 124-125
Position in read {bp)

Figura 5. Reporte de andlisis de calidad por cada base en las secuencias de muestra 1 del
tratamiento AAH antes de procesar. En amarillo los cuartiles; la linea roja es la media de
calidad; linea azul la mediana. En el eje X, la cantidad de bases de las lecturas, El eje Y,
se representan las calidades 0-38: Zona verde: 28-38. Corresponden a una muy buena

calidad; Zona naranja: zona de calidad intermedia (20-28).
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Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)
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1234567891213 18-19 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 84-85 90-91 96-97 104-105
Position in read (bp)

Figura 6. Reporte de andlisis de calidad por cada base en las secuencias de muestra 1 del
tratamiento AAH después del recorte de nucledtidos del extremo 5°. En amarillo los
cuartiles; la linea roja es la media de calidad; linea azul la mediana. En el eje X, la cantidad
de bases de las lecturas, El eje Y, se representan las calidades 0-38: Zona verde: 28-38.
Corresponden a una muy buena calidad; Zona naranja: zona de calidad intermedia (20-

28).
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Quality score distribution over all sequences

Average Quality per read
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Figura 7. Puntaje de calidad por secuencia de la muestra 1 del tratamiento AAH antes de
procesar. En el eje vertical se muestra el nimero de lecturas en la biblioteca. El eje
horizontal la calidad promedio de la secuencia (Puntaje Phred).

Quality score distribution over all sequences

3.5E7 Average Quality per read
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Figura 8. Puntaje de calidad por secuencia de la muestra 1 del tratamiento AAH después
del recorte de nucledtidos del extremo 5°. En el eje vertical se muestra el nimero de
lecturas en la biblioteca. El eje horizontal la calidad promedio de la secuencia (Puntaje

Phred).
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El preprocesamiento resulto en el descarte de méximo un 0,32% de las lecturas totales por
libreria, como se presenta en la tabla 1, permitiéndonos continuar nuestros analisis con set

de datos compuesto por mas de 30 millones de lecturas.

Tabla 1. Lista de bibliotecas generadas, nimero de lecturas y largo de ellas antes y

después del pre-procesamiento.

N.° total de lecturas % de lecturas descartadas
Tratamiento N.° total de lecturas después de recorte después de recorte
nucleotidos extremo 5' nucleotidos extremo 5'

AAHRep 1 59.954.621 59.808.974 0,24
AAH Rep 2 61.266.247 61.167.385 0,16
AAHRep 3 43.312.396 43.198.496 0,26
ADH Rep 1 53.834.732 53.738.605 0,18
ADH Rep 2 65.211.081 65.002.537 0,32
ADH Rep 3 35.016.494 34.969.599 0,13

NA Rep 1 56.670.748 56.536.352 0,24

NA Rep 2 58.560.134 58.443.903 0,20

NA Rep 3 37.933.176 37.859.929 0,19
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5.2 Identificacion y anotacion de factores de transcripcion.

Con el fin de asignar una funcién a cada uno de los hits positivos del transcriptoma de
referencia de E. nitens x E. globulus con las secuencias génicas y proteicas de E. grandis
y de la base de datos de PlantTFDB se realizé un filtro de todas las secuencias con hit
positivo que presentar los dominios funcionales correspondiente a las reglas de cada una
de las familias de factores de transcripcion. EI numero total de factores de transcripcion
con hits positivo para una de las 53 familias fue de 1191 (Apéndice N°14, Columna N° de
FT con hit positivo), siendo bHLH la familia con mayor representacion con (15%),
seguido por WRKY (10%), NAC (8%), MYB (7%), MYB_related (6%), G2-LIKE (5%),
GRASS (4%), ERF (4%), FAR1 (3%) y B3 (3%), el resto de las familias suman un total
de 35% de hits positivos (Figura 9).

Por otra parte, los hits positivos que mostraron la misma secuencia génica o proteica de
E. grandis, o 1a misma secuencia proteica de la base de datos de PlantTFDB en mas de
una secuencia del transcriptoma de referencia de E. nitens x E. globulus fueron asignadas
como una sola secuencia anotada. El nimero total de factores de transcripcion anotados
como unigenes para una de las 53 familias fue de 855 (Apéndice N°14, Columna N° de
FT anotados), siendo bHLH la familia con mayor representacion con (13%), seguido por
WRKY (9%), MYB_related (8%), MYB (8%), NAC (8%), GRASS (8%), ERF (4%), G2-
LIKE (4%), B3 (3%), y FAR1 (3%), el resto de las familias de factores de transcripcion

anotadas suman un total de 35% (Figura 10).
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PORCENTAJE DE FT
IDENTIFICADOS
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Figura 9. Porcentaje de cada Familia de factores de transcripcion identificados en el

transcriptoma E. nitens x E. globulus.
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Otras WRKY
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MYB_related
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FARI NS

3% G2-like / ERF
4% 4% 5% 8%

Figura 10. Porcentaje de cada familia de factores de transcripcion anotados en el
transcriptoma E. nitens x E. globulus.
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De los 855 factores de transcripcion anotados, estos se distribuyeron en 24 especies
diferentes, donde E. grandis abarcd 80,82% de genes homologos, otra especie que se
encuentra altamente representada es Eucalyptus camaldulensis con un 16,26%, lo que
sumado a E. grandis da un total de 97,14% de representatividad, las otras 22 especies no

supera el 0,35% de representatividad cada una (Tabla 2).

Tabla 2. Numero y porcentaje de FT anotados en el hibrido E. nitens x E. globulus, por

especie con la base de datos PTFDB y secuencias de péptidos y aminoacidos de E. grandis.

Especie Numero de FT alineados por especies. Porcentaje (%)
Eucalyptus grandis 691 80,82
Eucalyptus camaldulensis 139 16,26
Fragaria vesca 3 0,35
Coffea canephora 2 0,23
Actinidia chinensis 1 0,12
Catharanthus roseus 1 0,12
Cucumis sativus 1 0,12
Fragaria x ananassa 1 0,12
Gossypium raimondii 1 0,12
Ipomoea trifida 1 0,12
Jatropha curcas 1 0,12
Juglans regia 1 0,12
Leersia perrieri 1 0,12
Lotus japonicus 1 0,12
Manihot esculenta 1 0,12
Medicago truncatula 1 0,12
Morus notabilis 1 0,12
Nicotiana tabacum 1 0,12
Oryza longistaminata 1 0,12
Phaseolus vulgaris 1 0,12
Ricinus communis 1 0,12
Theobroma cacao 1 0,12
Vitis vinifera 1 0,12
Ziziphus jujuba 1 0,12

TOTAL 855 100%
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5.3 Analisis de expresion génica diferencial.

El analisis de abundancia del transcriptoma en cada condicion se puede observar en la
Tabla 3 donde hay un total de 17712 genes en la condicion NA, de los cuales 844
corresponden a factores de transcripcion, 17620 genes en AAH, donde 841 son factores
de transcripcion, y, 17421 genes en ADH, con 844 correspondientes a factores de
transcripcion.

La abundancia de factores de transcripcion por condicion varia levemente entre ellas,
siendo bHLH la familia que se encontré mayoritariamente en las tres condiciones, seguido

por WRKY y MYB_related (Apéndice 15).

Tabla 3. Abundancia del Numero total de genes y factores de transcripcion del hibrido E.
nitens x E. globulus por condicion NA (No aclimatado), AAH (Aclimatado antes de
helada), ADH (Aclimatado después de helada).

Tipo de secuencias Expresados en Expresados en Expresados en
NA AAH ADH
N° total de genes 16868 16779 16585
N° total de factores de FT 844 841 836
TOTAL 17712 17620 17421

A través del analisis con DESeQ2 se identifico un set de genes diferencialmente
expresados en las siguientes comparaciones pareadas: NA vs AAH, AAH vs ADH, y NA
vs ADH, se consider6 un gen diferencialmente expresado aquellos que presentaron un
Log-FoldChange (Log.FC) superior a 1, e inferior a -1, en ambos casos con padj 0.05. El
numero total de genes diferencialmente expresado en NA vs AAH fue de 833 de manera
positiva y 1632 negativos, en AAH vs ADH fueron 231 positivos, y, 708 negativos, y, en
NA vs ADH, 1047 positivos, y, 3056 negativos, tal y como se puede observar en la Tabla
4. El total de genes diferencialmente expresados fueron graficados través de graficos de

MA como se observa en las figuras 11A, 12A y 13A.
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Tabla 4. Numero total de genes y factores de transcripcion del hibrido E. nitens x E.
globulus expresados de manera diferencial con Log:FC superior a 1, e inferior a -1, padj

0.05, por condiciones pareadas. NA vs AAH, AAH vs ADH, NA vs ADH.

Comparaciones de tratamientos NA vs AAH AAH vs ADH NA vs ADH
Tipo de regulacion Positiva Negativa Positiva Negativa Positiva Negativa
Genes 775 1555 222 641 998 2885
Factores de transcripcion 58 77 9 67 49 171
TOTAL 833 1632 231 708 1047 3056

En base a los graficos de PCA (Figura 11B; 12B; 13B) se logra apreciar que en las
interacciones de condiciones NA vs AAH y NA vs ADH existe cercania de las réplicas de
los tratamientos bajo la segunda componente principal (PCA2), y en la interaccion de
condiciones “AAH vs ADH” existe agrupacion de las réplicas bajo la primera componente

principal (PCA 1).
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Figura 11. (A) MA de expresion diferencial. En el eje X se representa la media de la
expresion entre condiciones NA y AAH, y, en el eje Y se representa el LogFC. Los
valores de Log.FC superior a 1 e inferior a -1, y padj 0.05 se encuentran representados en
color rojo. (B) Andlisis de componentes principales (PCA) de los datos normalizados de

cada replica. No aclimatada vs Aclimatada antes de helada. PC1: Primera componente

principal, PC2: Segunda componente principal.
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Figura 12. (A) MA de expresion diferencial. En el eje X se representa la media de la
expresion entre condiciones NA y ADH, y, en el eje Y se representa el Log:FC. Los
valores de Log.FC superior a 1 e inferior a -1, y padj 0.05 se encuentran representados en
color rojo. (B) Analisis de componentes principales (PCA) de los datos normalizados de

cada replica. No aclimatada vs Aclimatada después de helada. PC1: Primera componente

principal, PC2: Segunda componente principal.
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Figura 13. (A) MA de expresion diferencial. En el eje X se representa la media de la
expresion entre condiciones AAH y ADH, y, en el eje Y se representa el Log-FC. Los
valores de Log.FC superior a 1 e inferior a -1, y padj 0.05 se encuentran representados en
color rojo. (B) Andlisis de componentes principales (PCA) de los datos normalizados de
cada replica. Aclimatada antes de helada vs Aclimatada después de helada. PC1: Primera

componente principal, PC2: Segunda componente principal.

De los 855 factores de transcripcion anotados en la combinacion de tratamientos NA vs
AAH, 77 mostraron un valor de Log:FC inferir a -1,00 (Tabla 4), donde EnigloWRKY 69
mostro tener un valor de LogFC mas negativo de -4,70 (Apéndice 16), por otro lado 58
factores de transcripcion mostraron un valor Log-FC superior a 1,00 (Tabla 4), donde
EnigloM-type MADS 10 mostr6 tener un valor de LogFC mas positivo de 8,86 (Apéndice
16). Por otro lado, la figura 14 muestra la totalidad de factores de transcripcion expresados
diferencialmente tanto como de manera positiva (upregulated) como negativa
(dowregulated). Al comparar los tratamientos NA vs AAH las familias que presentaron
mayor nimero de factores de transcripcion regulados de manera negativa fueron bHLH
(14), WRKY (13), NAC (8), MYB (7), MYB _related (5) y GRAS (5), por otro lado, las

familias de factores de transcripcion que presentaron mayor numero de factores de
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transcripcion regulados positivamente fueron NAC (8), bHLH (7), MYB (7), ERF (6), M-

TYPE MADS (4) y WRKY (3).

Regulacion NA vs AAH
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Figura 14. Factores de transcripcion diferencialmente expresados en la combinacion de

tratamientos No aclimatado (NA) vs Aclimatado antes de helada (AAH). Upregulated:
Log.FC =-1; padj = 0.05. Downregulated: Log.FC = -1; padj = 0.05.
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En la combinacion de tratamientos AAH vs ADH, 67 mostraron un valor de Log.FC
inferir a -1,00 (Tabla 4), donde EnigloNF-YC 5 mostr6 tener un valor de Log:FC mas
negativo de -3,76 (Apéndice 17), por otro lado 9 factores de transcripcion mostraron un
valor Log-FC superior a 1,00 (Tabla 4), donde EniglobHLH 3 mostr6 tener un valor de
Log:FC mas positivo de 7,64 (Apéndice 17). Por otro lado, la figura 15 muestra la
totalidad de factores de transcripcion expresados diferencialmente tanto como de manera
positiva como negativa. Al comparar los AAH vsADH las familias que presentaron mayor
nimero de factores de transcripcion regulados de manera negativa fueron bHLH (11),
WRKY (11), HB-OTHER (6), ERF (5), MYB _related (5) y B3 (4), por otro lado, las
familias de factores de transcripcidon que presentaron mayor numero de factores de
transcripcion regulados positivamente fueron bHLH (3), GRAS (2), WRKY (1), NAC (1),
MYB (1) y CAMTA (1).



Regulacion AAH vs ADH
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Figura 15. Factores de transcripcion diferencialmente expresados en la combinacion de
tratamientos Aclimatado antes de helada (AAH) vs Aclimatado después de helada (ADH).
Upregulated: Log:FC =-1; padj = 0.05. Downregulated: LogFC = -1; padj = 0.05.

En la combinacion de tratamientos AAH vs ADH, 171 mostraron un valor de Log.FC
inferir a -1,00 (Tabla 4), donde EnigloLBD 6 mostrd tener un valor de Log:FC mas
negativo de -5,65 (Apéndice 18), por otro lado 49 factores de transcripcion mostraron un
valor Log:FC superior a 1,00 (Tabla 4), donde EniglobHLH 3 mostr6 tener un valor de
Log.FC mas positivo de 8,41 (Apéndice 18). Por otro lado, la figura 16 muestra la
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totalidad de factores de transcripcion expresados diferencialmente tanto como de manera
positiva como negativa. Al comparar los tratamientos NA vs ADH las familias que
presentaron mayor numero de factores de transcripcion regulados de manera negativa
fueron bHLH (26), WRKY (26), MYB related (18), MYB (11), NAC (11) y GRAS (10),
por otro lado, las familias de factores de transcripcidon que presentaron mayor numero de
factores de transcripcion regulados positivamente fueron NAC (7), bHLH (6), ERF (5),
MYB (5), WRKY (4) y HSF (4).

Por otro lado las familas CO-Like, GATA, GRF, MIKC MADS, NF-YA, SRS, YABBY,
presentaron regulacion negativa de almenos un factor de transcripcion, solo en esta

interaccion de condiciones.
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Regulacion NA vs ADH
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Figura 16. Factores de transcripcion diferencialmente expresados en la combinacion de
tratamientos No aclimatados (NA) vs Aclimatado después de helada (ADH). Upregulated:
Log.FC = -1; padj = 0.05. Downregulated: Log.FC = -1; padj = 0.05.

El mapa de calor de a figura 17 agrupa los factores de transcripcion expresados de manera

diferencial, con valores de L2FC superior a 1 e inferior a -1. Se puede observar factores
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de transcripcion expresados diferencialmente en “NA vs AAH”, “AAH vs ADH” y “NA
vs ADH” de manera independiente, como también en, “NA vs AAH / NA vs ADH”, “NA
vs AAH / AAH vs ADH”, “AAH vs ADH / NA vs ADH”, y, “NA vs AAH / AAH vs
ADH / NA vs ADH”, esta ultima se puede observar en la figura 18.

En la figura 17 se puede observar que existen mayor cantidad de factores de transcripcion

expresandose en NA vs ADH, los cuales se pueden observar en el apéndice 18.
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Figura 17. Mapa de calor de factores de transcripcion diferencialmente expresados
basado en la correlacion de datos de expresion normalizados (L2FC) en alguna de las
combinaciones de condiciones con valores de padj inferior a 0.05, Los colores representan
el nivel de expresion por factor de transcripcion de mas expresado (verde) a menos
expresado (rojo).
*Los factores de transcripcion con valores de padj no significativo (superior a 0.05)

fueron graficados en coloracion blanca.
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En la Figura 18 se puede observar el comportamiento de los factores de transcripcion que
se expresaron en las condiciones (NA, AAH y ADH), se observa que miembros de las
familias DBB, ERF, G2-like, GRF, HD-ZIP, M-type MADS muestran un L2FC positivo
en las condiciones NA vs AAH y NA vs ADH.

También se observaron mas miembros de las familias MYB, WRKY, bHLH, GRAS, Dof
y NAC con L2FC negativo en las condiciones NA vs AAH y NA vs ADH, en cambio
miembros de las familias MYB _related mostraron un L2FC mayoritariamente positivo en
las condiciones NA vs AAH y NA vs ADH

La figura 18 nos muestra que la mayoria de los factores de transcripcion mostraron una
disminucion en su expresion basado en la coloracion roja mostrada en AAH vs ADH,
donde solo 8 factores de transcripcién mostraron un aumento de expresion basada en la
coloracion verde de AAH vs ADH.

Eniglo.HB—Other 4 y Eniglo.bHLH 92 mostraron un L2FC positivo en NA vs AAH, el
cual cambio a un L2FC negativo en NA vs ADH,

Eniglo.GRAS 30 presentd un L2FC negativo en NA vs AAH, el cual cambio a positivo
en NA vs ADH.

EnigloMYB 39, Eniglo WRKY 5, Eniglo.NAC 13. Eniglo.MYB related 31,
Eniglo.GRAS 23 presentaron expresion positiva en NA vs AAH y NA vs ADH, y en el
delta observado en AAH vs ADH.

Eniglo.NAC 11 presentd expresion negativa en NA vs AAH y NA vs ADH, y en el delta
observado en AAH vs ADH Present6 un aumento de expresion basado en la coloracion
verde de este

Eniglo.GRAS 30, Eniglo.MYB 39, y, Eniglo WRKY 5 exhibieron un aumento de
expresion mayor, basado en la coloracidon verde intensa observada en AAH vs ADH calor
de la figura 16, por otro lado, miembros de las familias WRKY, bHLH y B3 mostraron

una disminucion de expresion basado en la coloracidon roja mas intensa en el mapa de calor
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Figura 18. Mapa de calor de factores de transcripcion diferencialmente expresados basado
en la correlacion de datos de expresion normalizados (L2FC) en NA vs AAH, AAH vs
ADH, y, NA vs ADH con valores de padj inferior a 0.05, Los colores representan el nivel

de expresion por factor de transcripcion de mas expresado (verde) a menos expresado

(rojo).



35

5.4 Redes de interaccion.

Para comprender de mejor manera la interaccion de los factores de transcripcion, se
calcularon redes de interaccion con la base de datos de A. thaliana (Ecotipo Columbia)
v.3.5.182 de BIOGRID y fueron posteriormente graficadas en cytoscape.

En los resultados se destaca genes objetivos (genes a los cuales los factores de
transcripcion anotados mostraron interaccion en base a las redes de interaccion generadas
en los apéndices 7, 8 y 9) con un Log:FC superior a 1 e inferior a -1 donde tres factores
de transcripcion de la familia NAC mostraron regulacion en varios genes objetivos,
EnigloNAC 42 presentd regulacion positiva sobre 4 genes y regulacion negativaen 11 en
la interaccion de condiciones NA vs AAH, EnigloNAC 37 presentd regulacion positiva
sobre 4 genes y regulacion negativa en 7, en la interaccion de condiciones AAH vs ADH,
y, EnigloNAC 6 presento regulacion positiva sobre 9 genes y regulacion negativa en 18
en la interaccion de condiciones NA vs ADH (Tabla 5). Por otro lado, EnigloE2F/DP 1
presento regulacion positiva en 1 gen objetivo y regulacion negativa en 1 en dos
interacciones de condiciones “NA vs AAH”, y “NA vs ADH”, el ultimo factor de
transcripcion que se destaco es EnigloARF 3 el cual solo mostro regulacion negativa en 4

genes objetivos con un Log:FC inferior a -1 (Tabla 5)
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Tabla 5. Interaccion de factores de transcripcion que presentaron mayor nimero de genes
objetivos en redes predichas con la base de datos A. thaliana (Ecotipo Columbia) v.3.5.182
de BIOGRID. Genes objetivos que presentaron Log2FC superior a 1 e inferior a -1, y padj
0.05.

Interaccion de Factor de Log:FC factorde  Tipo de regulacion en Nuimero de
condiciones transcripcion transcripcion genes objetivos genes objetivos
Positiva 4
EnigloNAC 42 -1,02 .
Negativa 11
NA vs AAH
. Positiva 1
EnigloE2F/DP 1 1,25 .
Negativa 1
Positiva 4
AAH vs ADH EnigloNAC 37 1 .
Negativa 7
Positiva 9
EnigloNAC 6 -1,29
Negativa 18
NA vs ADH
Positiva 1
EnigloE2F/DP 1 1,44 .
Negativa 1
) Positiva 0
EnigloARF 3 -1,07 .
Negativa 4

Aquellos genes diferencialmente expresados en las condicidnes NA vs AAH (Apéndice
19) mostraron dos agrupaciones principales que relacionaba un factor de transcripcién con
variados genes objetivos, el primer grupo, el cual es visible en la figura 19, es EnigloNAC
42, el cual genera la red mas grande bajos estas condiciones, seguido por EnigloE2F/DP
1 (Figura 20) quien presento una red mas pequeiia que la anterior mostrando regulacion

sobre los genes objetivos con descripcion “Subunidad reguladora del proteasoma 26S
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N7", "acetil-CoA carboxylasa / biotin carboxilasa”, " Repeticiones que contienen
proteinas relacionadas a armadillo/beta-catenina-like", "Casete de union a ATP, sub-
familia E, miembro 1", "Proteina asociada a BRAHMA de 155 KDA", " Quinasa
dependiente de ciclina 2", " Quinasa dependiente de ciclina 7", " Proteina de

procesamiento previo a ARNr TSR1", "Proteina TAF-3, Isoforma A”
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Figura 19. Interactoma entre NA y AAH del factor de transcripcion anotado en el hibrido
E. nitens x E. globulus EnigloNAC 42 con Transcritos alineados con péptidos y
nucledtidos E. grandis. Rombos: factores de transcripcion, Rectangulo: transcritos

alineados con E. grandis.
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La red de interaccion de AAH vs ADH (Apéndice 20) mostré una sola agrupacion
principal relacionaba algun factor de transcripcion con variados genes objetivos, el cual
es visible en la figura 21, siendo esta la de EnigloNAC 37, el cual genera la red mas

grande bajos estas condiciones.
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Figura 21. Interactoma entre AAH y ADH del factor de transcripcion anotado en el
hibrido E. nitens x E. globulus EnigloNAC 37 con Transcritos alineados con péptidos y
nucledtidos E. grandis. Rombos: factores de transcripcion, Rectangulo: transcritos

alineados con E. grandis.

La red de interaccion de NA vs ADH (Apéndice 21) mostro tres agrupaciones principales
que relacionaba algliin factor de transcripcion con variados genes objetivos, el primer
grupo, el cual es visible en la figura 22, es de EnigloNAC 6, el cual genera la red mas

grande bajos estas condiciones y se encuentra regulando diferentes genes objetivos de
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manera negativa como positiva como también se puede apreciar en la tabla 8, la
agrupacion que le sigue es EnigloE2F/DP 1 (Figura 23) quien presento una red mas
pequeiia que la anterior mostrando regulacion sobre los genes objetivos con descripcion
“Subunidad reguladora del proteasoma 26S N77,” Acetil-CoA carboxylasa / biotin
carboxilasa”, “Repeticiones que contienen proteinas relacionadas a armadillo/beta-
catenina-like”, “Casete de union a ATP, sub-familia E, miembro 17, “Proteina asociada a
BRAHMA de 155 KDA”, “Quinasa dependiente de ciclina”, “Quinasa dependiente de
ciclina 2” “Quinasa dependiente de ciclina 7”, “Proteina de procesamiento previo a ARNr
TSR1”, adicionalmente, se observa una red mas pequena, la de EnigloARF 3 quien se
encuentra regulando con un Log:FC inferior a -1 a 4 genes objetivos relacionados con

proteinas sensibles a auxinas como muestra la figura 24.
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Figura 22. Interactoma entre NA y ADH del factor de transcripcion anotado en el hibrido

E. nitens x E. globulus EnigloNAC 6 con Transcritos alineados con péptidos y nucledtidos

E. grandis. Rombos: factores de transcripcion, Rectangulo: transcritos alineados con E.

grandis.
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Figura 23. Interactoma entre NA y ADH del factor de transcripcion anotado en el hibrido
E. nitens x E. globulus  EnigloE2F/DP 1 con Transcritos alineados con péptidos y
nucledtidos E. grandis. Rombos: factores de transcripcion, Rectangulo: transcritos

alineados con E. grandis.



43

-5,65 -1,00 1,00 8,37
Min=-5.65411547186261 log2FoldChange Max=8.3671781321564¢

Figura 24. Interactoma entre NA y ADH del factor de transcripcion anotado en el hibrido
E. nitens x E. globulus EnigloARF 3 con Transcritos alineados con péptidos y nucleotidos
E. grandis. Rombos: factores de transcripcion, Rectangulo: transcritos alineados con E.

grandis.
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5.5 Ontologia genética.

El andlisis de enriquecimiento por ontologia genética por procesos biologico de los
factores de transcripcion anotados dio como resultado una lista larga de terminologias, las
cuales y gracias al uso de REVIGO fueron simplificadas y posteriormente agrupadas de
manera grafica utilizando cytoscape. Los términos que presentaron una intensidad roja
mas tenue, indicando mayor significancia de p-value, con un tamafio de burbuja mas
grande indicando mayor frecuencia del término, bajo las condiciones AAH vs ADH,
fueron “Regulacion biologica” y “regulacion del proceso metabolico de compuestos
nitrogenados” en regulacion positiva de los factores de transcripcion, y “Regulacion
biologica” y “Regulacion de procesos metabdlicos” en regulacion negativa de factores de

transcripcion. (Figura 25).
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Figura 25. Enriquecimiento por ontologia genética (GO) sobrerrepresentados de procesos
biologicos, en las interccion NA vs AAH en BinGO, reducido por REVIGO y graficado
en cytoscape. La transparencia del color rojo es la significancia de p-value, y el tamafio
de burbuja indica la frecuencia del término. A) Factores de transcripcion regulados

positivamente, B) Factores de transcripcion regulados negativamente.
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Los términos que presentaron una intensidad roja mas tenue, con un tamafio de burbuja
mas grande bajo las condiciones AAH vs ADH, fueron “Regulacion bioldgica” y
“Regulacion de procesos metabolicos” en regulacion positiva de los factores de
transcripcion, y “Regulacion bioldgica” y “Regulacion de procesos metabdlicos” en

regulacion negativa de factores de transcripcion. (Figura 26).
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Figura 26. Enriquecimiento por ontologia genética (GO) sobrerrepresentados de procesos

biologicos, en las interacciones AAH vs ADH en BinGO, reducido por REVIGO y
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graficado en cytoscape. La transparencia del color rojo es la significancia de p-value, y el
tamafio de burbuja indica la frecuencia del término. A) Factores de transcripcion regulados

positivamente, B) Factores de transcripcion regulados negativamente.

Los términos que presentaron una intensidad roja mas tenue, con un tamafio de burbuja
mas grande, indicando mayor significancia de p-value bajo las condiciones NA vs ADH,
fueron “Regulacion bioldgica” y “Regulacion de procesos metabolicos primarios” en
regulacion positiva de los factores de transcripcion, y ‘“Regulacion bioldgica” y
“Regulacion de procesos metabolicos” en regulacion negativa de factores de

transcripcion. (Figura 27).
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VI DISCUSION

Las bibliotecas generadas con una profundidad de 34 millones de lecturas fueron
superiores a lo generado por Mudalkar en 2014, donde en su ensamble de novo del
transcriptoma de Camelia sativae obtuvieron bibliotecas con 10.83 millones de lecturas
con secuencias de largo maximo de 101pb, y a Mahmood en 2020, donde obtuvieron
bibliotecas que van de los 18 a 26 millones de lecturas en el ensamble de novo del
transcriptoma Secale cereale L.

La tecnologia [l/lumina presenta ciertas complicaciones al momento de utilizar
adaptadores y primers durante la secuenciacion, siendo una de las causales del ruido
observable antes del recorte de los adaptadores, (Barbero, 2019). Gracias al recorte del
extremo 5’ se obtiene una mejor calidad de datos, al permitir recuperar lecturas que con
este contaminante pueden ser perjudiciales para analisis posteriores (Williams, 2016).

El nimero total de factores de transcripcion anotados es similar a los encontrados en
Eucalyptus globulus donde las familias de factores de transcripcion con mas
representantes fueron bHLH seguido por MYB_related, NAC, ERF y WRKY en hoja y
bHLH, NAC, MYB related, MYB, bZIP en raiz, bajo aclimatacion por frio. (Aguayo et
al 2019) en especies como Ammopiptanthus mongolicus, Vaccinium spp., Broussonetia
papyrifera, Saccharum spontaneum se encontr6 que la familia bHLH era parte de las mas
representadas bajo tratamiento por frio al igual que nuestro experimento. (Die and
Rowland, 2014; Pang et al, 2013; Peng et al, 2015; Selvarajan et al 2018)

De los 1191 factores de transcripcion anotados, la especie que presento mayor cantidad
de genes homologos fué E. grandis, esto gracias al uso de todas las secuencias codificantes
y de aminoacidos de E. grandis V2.0, 1o que jug6 un papel fundamental a la hora de anotar
las familias de factores de transcripcion. Tal y como comenta Bolger en 2018 el uso de
secuencias de referencia (proteinas y/o de nucledtidos), de bases de datos como
Phytozome da como resultado una anotacién funcional superior. Otra especie que se
encuentra representada con un porcentaje considerable es E. camaldulensis. Donde se
puede observar un caso similar en un estudio transcriptdmico de novo en Secale cereale

L. arrojo que los 10 organismos principales relacionados con la anotacién funcional
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pertenecen a Triticeae con un 92% de representatividad, siendo esta la misma familia a la
que pertenece S. cereale (Mahmood, 2020).

Las familias que presentaron mayor representatividad en cuanto a expresion diferencial
fueron bHLH, WRKY, NAC, MYB, y ERF siendo estas similares a lo ocurrido durante
aclimatacion por frio en E nitens donde AP2, MYB, WRKY, y bHLH, mostraron mayor
representatividad entre sus tratamientos (Gaete-Loyola, 2017). También esto se puede
observar en Broussonetia papyrifera donde se vio que las familias bHLH, WRKY, ERF,
MYB, C2H2 y NAC, se expresaron diferencialmente durante estrés por bajas temperaturas
(Peng, 2015).

Al observar el mapa de calor generado, se observa que EnigloWRKY 35,
EnigloMYB related 31, EnigloMYB 39, EnigloGRAS 30, EnigloGRAS 23, EnigloNAC
5, EnigloNAC 13, mostraron un aumento en la expresion, resultados similares se han
obtenido en la identificacion factores de transcripcion en E. globulus y E. nitens bajo
aclimatacion por frio, donde se observéd que algunos factores de transcripcion WRKY y
MYB mostraron un aumento de expresion bajo analisis de expresion diferencial in silico,
los cuales fueron validados posteriormente mediante qRT-PCR (Aguayo 2019, Solis
2019). Por otro lado, se han descrito factores de transcripcion de la familia GRAS
involucrados en diversos estrés, como es el caso de VaPATI, un factore de transcripcion
GRAS de Vitis amurensis, el cual fue sobreexpresado modulando una serie de genes
relacionados con el aumento del contenido de prolina y azucares solubles, mejorando la
tolerancia al frio, sequia y alta salinidad, o el gen OsGRAS23 de Oryza sativa, el cual
demostrd inducir genes de respuesta a sequia y tolerancia al estrés oxidativo (Xu et al
2015,Yuan et al 2016).

Esto refuerza el rol importante de las familias bHLH, WRKY, NAC, MYB, y ERF bajo
estrés por bajas temperaturas y congelamiento, dado que se tienen registros que el uso de
secuencias de estas familias en plantas transgénicas de A. thaliana y Nicotiana tabacum
estan involucradas en la sefalizacién, otorgando resistencia en respuestas a estas

condiciones (Dai 2007, Li 2014, Xu 2014, Zhang 2009, Zhang 2016)
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HSF fueron expresados tanto en la comparacion NA vs AAH, como en NA vs ADH, esto
es importante dado que estos factores de transcripcidon se encuentran involucrados en la
deteccion y sefializacion de diversos procesos como crecimiento y desarrollo de las
plantas, asi como en las respuestas a otros estrés abioticos como baja temperatura,
salinidad, la sequia y altas temperaturas (Xu, 2020). En E. nitens se describe que diversos
HSF fueron expresados y regulados de manera positiva durante la aclimatacion por frio
(Gaete-Loyola, 2017). También se han descritos variados HSF que estan involucrados
solo en aclimatacion por frio como lo son HsfA6a y HsfA6b de A. thaliana los cuales
estan involucrados en estrés osmotico, salino y frio (von Koskull-Déring, 2007).

El resultado de las redes de interaccion arrojo que EnigloNAC 42, EnigloNAC 37, y
EnigloNAC 6 presentaron mayor interaccion con genes objetivos, esto se debe a que
miembros de la familia NAC pueden participar en multiples procesos bioldgicos a la vez,
entre las que se incluyen respuestas al estrés bidtico y abiotico, la transduccion de senales
y el desarrollo, como es el caso de CaNAC36 en Capsicum annuum L. donde se observo
que este factor de transcripcion interactu6 con 48 genes diferentes (Diao, 2018). A su vez
en Prunus mume se describieron en base a redes de interaccion que diversos factores de
transcripcion de la familia NAC estan involucrados en variados estimulos, uno de estos es
PmNACO17, el cual se encuentra relacionado con respuesta a ABA, sal, sequia, frio y
estrés oxidativo, y PmNACO041 el cual se encuentra involucrado en la regulacion de la
diferenciacion de los vasos del xilema, el desarrollo de las plantas y la respuesta al estrés
(Zhuo, 2018).

Por otro lado el factor de transcripcion EnigloE2F/DP 1 presento redes de interaccion
similares tanto en “NA vs AAH” como en “NA vs ADH”, donde sus genes objetivos
participan en diversos procesos dentro de la planta, “Subunidad reguladora del proteasoma
26S N7" es una proteina que degrada ubiquitina, "acetil-CoA carboxylasa / biotin
carboxilasa" proteina que juega un papel importante en el desarrollado de meristemas
apicales, " Repeticiones que contienen proteinas relacionadas a armadillo/beta-catenina-
like" quienes estan involucrados en la arquitectura de la pared celular, "Casete de union a

ATP, sub-familia E, miembro 1" proteina involucrada en la supresion endégena de ARN
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de interferencia, "Proteina asociada a BRAHMA de 155 KDA" participa en la regulacién
de la transcripcion, la replicacion y reparacion del ADN vy el ciclo celular, " Quinasa
dependiente de ciclina" coordina la division celular, la expansion celular y el crecimiento
de o6rganos, " Proteina de procesamiento previo a ARNr TSR1" Proteina necesaria para el
procesamiento de pre-ARNr 20S, "Proteina TAF-3, Isoforma A” quien est4 involucrada
en el desarrollo vegetativo y reproductivo (Baud 2003, Farrona 2004, Fu 1999, Kérblane
2015, Kumar 2017, Sarnowska 2013, Ungar 2009, Valenzuela 2021). En Moso bamboo
se identificaron diversos factores de transcripcion E2F/DP, los cuales presentaron estar
relacionados con respuesta fotoperiddica, sefializacion hormonal, el crecimiento de
meristemas, jugando un papel importante en el crecimiento de sus brotes (Li, 2020).
Finalmente se pudo observar que en la interaccion de tratamientos “NA vs ADH”
EnigloARF 3, presentd regulacion negativa en proteinas sensibles a auxinas, dado que
estas tienden a formar dimeros con factores de transcripcion de la familia ARF inhibiendo
la transcripcion de genes activados por ARF (Luo, 2018).

El enriquecimiento por ontologia genética muestra una dominancia por la terminologia
“regulacion biologica”, similar a lo obtenido en el andlisis de la familia bHLH Triticum
aestivum L, donde también se observo que “regulacion biologica”, fue parte de la categoria
dominante (Wang, 2019). Por otro lado, el término “Regulacion de procesos metabolicos™
también mostro dominancia en la interaccion de tratamientos, al igual que en el andlisis
de los factores de transcripcion NAC en Zea mays sometidos a estrés por sequia y

rehidratacion (Wang, 2020).
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VII CONCLUSIONES

El estudio bioinformdtico arroj6 que las familias mayormente representadas en el
transcriptoma fueron bHLH, WRKY, MYb-related, MYB y NAC seguidos por GRAS y
ERF, las cuales también arrojaron mayor cantidad de genes regulados bajo aclimatacion

por frio.

El andlisis de expresion diferencial presenté un gran nimero de genes diferencialmente
expresados, donde se puede proponer que los factores de transcripcion EnigloWRKY 5,
EnigloMYB related 31, EnigloMYB 39, EnigloGRAS 23, EnigloGRAS 30, EnigloNAC
13 (cambio significativo en la expresion desde AAH a ADH) , EnigloNAC 42,
EnigloNAC 37, EnigloNAC 6, y EnigloE2F/DP 1 (relacionados en multiples procesos
bioldgicos) y EnigloARF 3 (relacionado con proteinas sensibles a auxinas), son candidatos
para estudios de qRT-PCR. Futuros estudios orientados en la validacion in vitro de estos
genes y su analisis funcional, podria corroborar su rol en la regulacion de la aclimatacion

por baja temperatura.
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IX APENDICE

Apéndice 1. Reglas para asignar la familia de factor de transcripcion. Familia: familia de
FT que se asignard; Dominio de uniéon a ADN: dominio proteico de reconocimiento de
ADN caracteristico de cada familia o superfamilia de FT; Dominio auxiliar: Dominio
utilizado para asignar la subfamilia en caso de ser necesario; Domino no admitido como

FT: dominio caracteristico de proteinas sin actividad en la transcripcion.

Dominio de unién Dominio no
Familia Dominio auxiliar
a ADN admitido como FT
AP2 >=2)
AP2
(PF00847)
AP2 (1)
AP2/ERF ERF
(PF00847)
AP2 (PF00847)
RAV
B3 (PF02362)
Auxin_resp
B3 ARF B3 (PF02362)
(PF06507)
superfamily
B3 (PF02362)
GAGA bind
BBR-BPC -
(PF06217)
DUF&22
BES1
(PF05687)
bHLH HLH (PF00010)
bZIP bZIP_1 (PF00170)
. zf-B_box
CO-like CCT (PF06203)
c2C2 (PF00643)

Dof Zf-Dof (PF02701)



GATA

LSD

YABBY

C2H2

C3H

CAMTA

CPP

DBB

E2F/DP

EIL
FARI1

ARR-B
GARP
G2-like

GeBP

GRAS
GRF
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GATA-zf
(PF00320)
Zf-LSDI
(PF06943)
YABBY
(PF04690)
Zf-C2H2
(PF00096)

Peptidase C14
(PF00656)

RNase T (PF00929)
RRM 1 (PF00076)
Zf-CCCH

or Helicase C
(PF00642)

(PF00271)
CGl1 (PF03859)
TCR (PF03638)
zf-B box  (>=2)
(PF00643)
E2F TDP
(PF02319)
EIN3 (PF04873)
FARI1 (PF03101)
G2-like (self-Response_reg
build) (PF00072)
G2-like (self-
build)
DUF573
(PF04504)
GRAS (PF03514)
WRC (PF08879) QLQ (PF08880)



HD-Z1P

TALE

HB

Homeobox
(PF00046)
Homeobox

(PF00046)

homeobox

HD-ZIP_I/I1
build) or
(PF01852)
BELL (self-build) or
ELK (PF03789)

(self-
SMART

Wus type homeobox

WOX
(PF00046) (self-build)
homeobox

(PF00046)

HB-PHD PHD (PF00628)

homeobox
(PF000406)
HRT-like
build)
HSF dna bind
(PF00447)
DUF260
(PF03195)
FLO_LFY
(PF01698)
SRF-TF
(PF00319)
SRF-TF
(PF00319)
Myb dna bind
(>=2) (PF00249)
superfamily MYB relatedMyb_dna_bind (1)

- (PF00249)

NAM (PF02365)

HB-other

(self-

HRT-like

HSF

LBD (AS2/LOB)

LFY

M type

MADS

MIKC K-box (PF01486)

MYB
MYB

NAC
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SWIRM (PF04433)

SWIRM (PF04433)



NF-X1

NF-YA

NF-Y NF-YB

NF-YC

Nin-like

NZZ/SPL

S1Fa-like
SAP
SBP

SRS

STAT
TCP

Trihelix

VOZ
Whirly
WRKY

ZF-HD

Zf-NF-X1
(PF01422)
CBFB_NFYA
(PF02045)

NF-YB (self-
build)

NF-YC (self-
build)

RWP-RK
(PF02042)
NOZZLE
(PF08744)

S1FA (PF04689)
SAP (self-build)
SBP (PF03110)
DUF702
(PF05142)

STAT (self-build)
TCP (PF03634)
Trihelix (self-
build)

VOZ (self-build)
Whirly (PF08536)
WRKY (PF03106)
ZF-HD dimer
(PF04770)
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"A) Muestra 2

10

O 1234567891213 1816 2425 30-31 3637 42-43 4848 54.55 6041 66-67 7273 78.79 84.-65 6081 8697 104105 114115 124125
Pastion

it

.
80
B B
40 40

B) Muestra 2

63

Sequence content across all bases

© 12345678912121810 2425 3031 3637 42-43 4848 5455 6061 6667 7273 7879 04-85 9091 9687 104105

Pasition in resd (bp)

A) Muestra3 e B) Muestra 3 oo

667 7273 7879 84-65 6091 9667 104105 114115 124125

® 12345678912121816 2425 3031 3637 4243 4848 5455 6061 66:67 7273 7879 684-85 9091 9667 104105

Pasition in read (bp)

Apéndice 2. A) Proporcion de base por posicion en las secuencias antes de procesar B)

Proporcion de base por posicion en las secuencias después del recorte de nucledtidos del

extremo 5’. Eje horizontal es la posicion en la 1

ectura, mientras que el eje vertical muestra

el porcentaje. Guanina gris, citosina azul, timina rojo, adenina verde. Muestra 2 y 3 del

tratamiento AAH.



A) Muestra 2

B) Muestra 2

64

Adap llurina Universal Adapter
3' Adapter llumina Small RNA 3 Adapter
90 90 lllumina Small RNA 5' Adapte!
SOLID Small RNA Adapter

"
60 60
50 50
20 20
10 10

O 1334567061219 1616 2425 3031 3337 4243 4649 5455 6061 8667 7273 7670 6405 60.61 9667 104105 114 O 1234567 50 1213 1810 2425 3031 3637 4243 4549 5455 6061 6667 7273 7679 8485 9001 9697

Position in read (bp) Position in read (bp)
A) Muestra 3 B) Muestra 3
dapte llumina Universal Adapter
NA 3' Adapter llumina Small RNA 3 Adapter
90 90 lllumina Small RNA 5' Adapte!
SOLID Small RNA Adapter

o
60 60
50 50
2
10 10

O 732567501213 1010 2425 3031 3637 4243 4640 5455 6061 6667 7273 76.79 6465 5061 9667 108105 114 O 2345670801213 1519 2425 30-31 36-37 42-43 4649 5455 60-61 66:67 7273 7679 6485 6061 9697

Position in read (bp)

Fosition in read (bp)

Apéndice 3. A) Porcentaje de adaptadores a lo largo y posicion de las lecturas de la

biblioteca antes de procesar. B) Porcentaje de adaptadores a lo largo y posicion de las

lecturas de la biblioteca después del recorte de nucleodtidos del extremo 5°. Muestra 2 y 3

del tratamiento AAH.
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A) Muestra 2

Qualtty scores across al bases (Sanger / Ihumina 1.5 ancoding)

B) Muestra 2..........o comomssocen
| T L [

38, 38y
3| 36|
E E
32| 32|
20 30|
28| 28|
28|

2

4
2|

1234567891213 1819 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 6667 72-73 78-79 8465 9001 9697 104105 114-115 124-125 1234567891213 1810 24-25 30-31 36-37 42-43 46-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 84-85 00-91 0697 104105
Pasition in resd (bp) Position in resd (bp)

1humina 1.9 encoding) yusity scores across all bases (Sanger  lumina 1.9 ancoding)
[ TRTET I

1234567691213 1610 24-25 30-31 3637 42-43 4619 54.55 60-61 6667 7273 78-70 8485 9091 9697 104-105 114115 124125 1234567891213 1810 24-25 30-31 3637 42-43 4649 50-55 60-61 6667 72-73 76-79 8495 9091 0697 104-105
Pasition in read (bp) Pasition in resd (bp)

Apéndice 4. A) Reporte de analisis de calidad por cada base en las secuencias antes de
procesar. B) Reporte de analisis de calidad por cada base en las secuencias después del
recorte de nucledtidos del extremo 5°. En amarillo los cuartiles; la linea roja es la media
de calidad; linea azul la mediana. En el eje X, la cantidad de bases de las lecturas, El eje
Y, se representan las calidades 0-38: Zona verde: 28-38. Corresponden a una muy buena
calidad; Zona naranja: zona de calidad intermedia (20-28). Muestra 2 y 3 del tratamiento

AAH.



A) Muestra 2,
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ality score distribution over all sequences

Average Quality per read

2345678910 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
Mean Sequence Quality (Phred Score)

A) Muestra Q;;\ty score distribution over all sequences

Average Quality per read

2345678910 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
Mean Sequence Qualty {Phred Score)

3.5€7

3.067

2,567

2,087

1,567

1.067

5000000

1.6E7

1.4€7

1.2E7

1.0E7

8000000

6000000

4000000

2000000

0

B) Muestra 2

flity score distribution over all sequences

66

Average Qualty per read

2345678910 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38

Mean Sequence Quality (Phred Score)

B) Muestra J....... oo s masences

Average Quality per read

234567809010 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38

Mean Sequence Quality (Phred Score)

Apéndice 5. Puntaje de calidad por secuencia antes de procesar. Puntaje de calidad por

secuencia después del recorte de nucledtidos del extremo 5°. En el eje vertical se muestra

el nimero de lecturas en la biblioteca. El eje horizontal la calidad promedio de la secuencia

(Puntaje Phred). Muestra 2 y 3 del tratamiento AAH.



67

Sequence content across af bases Sequance contant across all bases

A) Muestra 1 B) Muestra 1

. .
LINRRNNNNnee (RRRNNAN Annnnnnnnnnnn
o 1234567891213 1810 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 5¢ 97 104-105 114-115 124125 o 1234567891213 1819 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 84-85 0001 06607 104-105
B (t Positi L (bp)
) Muestra 2 SR ) Muestra2 ...

. .
. .
Liaanuunanny L RRNNNNRRRRNNRURRRRURRRRRNNNEYS
=
o 1234567891213 1810 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 6061 3 697 104105 114115 124125 o 1234567891213 1810 24-25 30-31 36-37 42-43 4849 54-55 60-61 2-73 76-79 8485 060-91 96-07 104105

A) Muestra3  .cocoii B) Muestra 3 ......conn
. .
. .
AANNRRRNNRRNNnnY (NN RNNARRN AR RN
2 0 »
o 1234567891213 1810 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 5¢ 97 104-105 114-115 124125 o 1234567891213 1819 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 84-85 0001 06607 104-105

Apéndice 6. A) Proporcion de base por posicion en las secuencias antes de procesar B)
Proporcién de base por posicion en las secuencias después del recorte de nucleédtidos del
extremo 5’. Eje horizontal es la posicion en la lectura, mientras que el eje vertical muestra
el porcentaje. Guanina gris, citosina azul, timina rojo, adenina verde. Muestra 1, 2y 3 del

tratamiento ADH.
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A) Muestra 1 B) Muestral ..

Jmina Universal lllumina Universal Adapter
umina Small RNA 3' Adapter lllumina Small RNA 3' Adapter
90 90 lllumina Small RNA 5* Ad el
dapt SOLID Small RNA Adapter

Ll 60

50 50

20 20

10 10

0 333567561213 1810 2425 3031 3637 4243 4640 5455 6061 6667 7273 7870 £4.85 50.01 9607 104105 114 0 1234567801213 1610 2425 3091 3637 4243 46.49 5455 6061 66.67 7273 7678 54-85 50.91 9607

Position in read (bp) Position in read (bp)
A) Muestra 2 B) Muestra2  vume
umina Small RNA 3' Adapter lllumnina Small RNA 3' Adapter
SOLID Small RNA Adapter
60 60
5 50
1 10
O 7325675061213 1010 2425 3031 3537 §243 4640 5455 6061 6667 7273 76.79 6465 5001 9667 104105 114 0 1234567801213 1610 2425 3031 3637 4243 4649 54.55 606 66.67 7273 767 5485 90.91 9607
Position in read (bp) Position in read (bp)
A) Muestra 3 B) Muestra3 ..o
umina Small RN lllumina Small RNA 3' Adapter
SOLID Small RNA Adapter

60 60
5 50
1 10

12345678612131819 2425 30.31 3637 4243 48.49 5455 6061 6667 7273 7879 8465 00.91 6607 104105 114 U 1234567 89 1213 1819 2425 3031 3637 4243 4849 5455 60-61 66.67 7273 7379 8485 9051 96-97
Position in read (bp) Position in read (bp)

Apéndice 7. A) Porcentaje de adaptadores a lo largo y posicion de las lecturas de la
biblioteca antes de procesar. B) Porcentaje de adaptadores a lo largo y posicion de las
lecturas de la biblioteca después del recorte de nucle6tidos del extremo 5°. Muestra 1,2y

3 del tratamiento ADH.
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A) Mue Stra L‘-Iyuum acrass all bases (Sanger / flumina 1.8 encoding) B ) Mue Stram,lam ‘across all bases (Sanger / flumina 1.8 encodng)

BBy NRE e
BRYYesees

1234567861213 1818 24.25 3031 3637 42.43 4848 5455 6061 66:67 7273 7878 84-85 6061 8667 104105 114115 124125 1234567801213 1816 24-25 3031 3637 42.43 4840 5435 60-61 66:67 7273 7878 84.85 6091 8667 104105
Pastion in read (bp) Pasition in read (bp)

) Mue Stra 24” ‘scores across all bases (Sanger / dlumina 1.8 encoding) B) MueStraWzﬂ

res across all bases (Sanger / flumina 1.8 encoing)

BBNRY R BN Ee s

1234567881213 1818 24-25 3031 3637 4243 4848 5455 6061 66-67 7273 7879 B4-65 9061 8667 104105 114115 124125 1234567881213 1819 24-25 3031 3637 4243 4848 5455 6061 6667 72.73 7678 6485 809 6687 104-105
Fosition in read (bp) Pasition in read (bp)

A) Mue Stl'a 3-., scores acrass al bases (Sanger / flumina 1.9 encoding) B) Mue Strall,aum acrass all bases (Sanger / flumina 1.8 encoding)

1234567891213 1816 24-25 3031 3637 4243 4848 5455 6061 66-67 7273 7878 B4-65 8091 9667 104105 114115 124125 1234567881213 1810 24-25 3031 3637 42-43 4646 5455 60-61 6667 72-73 7870 84.85 6091 0667 104105
Pasition in read (bp) Pasition in read (bp)

Apéndice 8. A) Reporte de andlisis de calidad por cada base en las secuencias antes de
procesar. B) Reporte de analisis de calidad por cada base en las secuencias después del
recorte de nucleétidos del extremo 5°. En amarillo los cuartiles; la linea roja es la media
de calidad; linea azul la mediana. En el eje X, la cantidad de bases de las lecturas, El eje
Y, se representan las calidades 0-38: Zona verde: 28-38. Corresponden a una muy buena
calidad; Zona naranja: zona de calidad intermedia (20-28). Muestra 1, 2 y 3 del tratamiento
ADH.



A) MUestra Luy e s o asoaences

3.067

2,567

2.067

1.567

1.067

5000000

3.567

3.07

2,567

2,067

1.567

1.067

5000000

1.07

8000000

6000000

4000000

2000000

Average Quality per read

2345678910 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
Mean Sequence Quality (Phred Score)

A) MuUesStra e e s ooraisoqonces

Average Quality per read

2345678910 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
Mean Sequence Qualty {Phred Score)

A) MUESTIA By ceore setmsuionover s seguonces

Average Quality per read

23456780910 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
Mean Sequence Qualty {Phred Score)
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B) MuUestra due o o oera sssusnces

Average Qualtty per read
3.07

2,567
2.067
1.567
1.087

5000000

° 2345678910 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38

Mean Sequence Qualty (Phred Score)

B) MuUestra Qe score sasbuonaerai soquences

Average Quality per read

3.567
3.067
2.567
2.087
1.567
1.087

5000000

2345678910 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38
Mean Sequence Quality (Phred Score)

B) Muestra gamy score distribution over all sequences

1.4€7 Average Quality per read
1.267
1.067
8000000
6000000
4000000

2000000

0

2345678910 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38
Mean Sequence Qualty (Phred Score)

Apéndice 9. Puntaje de calidad por secuencia antes de procesar. Puntaje de calidad por

secuencia después del recorte de nucledtidos del extremo 5°. En el eje vertical se muestra

el nimero de lecturas en la biblioteca. El eje horizontal la calidad promedio de la secuencia

(Puntaje Phred). Muestra 1, 2 y 3 del tratamiento ADH.



71

A) Muestra 1 .o B) Muestral ... ..

. SUNRRRRONNUUNNRNUNARNNAY _(NNNRRNNNNNNRNEE 14841
>
o 1234567891213 1810 24-25 30-31 36-37 42-43 4849 091 9697 104-105 114-115 124-125 61 66-67 72-73 78-79 B4-85 0091 96-07 104-105
A) Muestra 2 oo
%T wT
. .
. .
AaaRRN L (RNNNNNRNNNNS 1110010
>
.
2 697 104105 114115 124125 © 1234567891213 1810 2425 30-31 3637 4243 4649 50.55 6061 273 7879 8465 8091 96-87 104105
in rea Position in read (bp)
A) Muestra 3 eencecoten s o b B) Muestra 3 ..o o
%T wT
. .
. .
| 11 . |
® 1234567891213 1610 2025 30-31 3637 4243 4849 5 7 97 104105 114115 124425 © 1234567691213 1810 24.25 3031 3637 4243 4649 5455 6061 66.67 7273 7879 6495 091 9597 104105
s (bp) Position in resd (bp)

Apéndice 10. A) Proporcion de base por posicion en las secuencias antes de procesar B)
Proporcién de base por posicion en las secuencias después del recorte de nucleédtidos del
extremo 5’. Eje horizontal es la posicion en la lectura, mientras que el eje vertical muestra
el porcentaje. Guanina gris, citosina azul, timina rojo, adenina verde. Muestra 1, 2y 3 del

tratamiento NA.
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_A) Muestra 1 B) Muestral ...

Jmina Universal lllumina Universal Adapter
umina Small RNA 3' Adapter lllumina Small RNA 3' Adapter
90 90 lllumina Small RNA 5* Ad el
dapt SOLID Small R Adapter
Ll 60
50 50
20 20
10 10
0 333567561213 1610 2425 3031 3637 4243 4640 5455 6061 6667 7273 7870 £4.85 5001 9607 104105 114 O 1234567601213 1610 2425 3091 3637 4243 46.49 5455 6061 66.67 7273 7678 54.85 50.91 9607
Position in read (bp) Position in read (bp)
A) Muestra 2 B) Muestra 2
umina Small RNA 3' Adapter lllumnina Small RNA 3' Adapter
SOLID Small RNA Adapter
60 60
5 50
1 10
O 7325675061213 1010 2425 3031 3537 §243 4640 5455 6061 6667 7273 76.79 6465 5001 9667 104105 114 0 1234567801213 1610 2425 3031 3637 4243 4649 54.55 606 66.67 7273 767 5485 90.91 9607
Position in read (bp) Position in read (bp)
A) Muestra 3 B) Muestra 3
umina Small RN lllumina Small RNA 3' Adapter
SOLID Small RNA Adapter
60 60
5 50
1 10
O 732567501213 1010 2425 3031 3637 §243 4640 5455 6061 6667 7273 76,79 6465 5061 9667 104105 114 0 1234567801213 1610 2425 3031 3637 4243 4649 54.55 606 66.67 7273 767 5485 90.91 9607

Position in read (bp) Position in read (bp)

Apéndice 11. A) Porcentaje de adaptadores a lo largo y posicion de las lecturas de la
biblioteca antes de procesar. B) Porcentaje de adaptadores a lo largo y posicion de las
lecturas de la biblioteca después del recorte de nucle6tidos del extremo 5°. Muestra 1,2y

3 del tratamiento NA.
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A) MUESITA Lo o e s s

B) Muestra.l. ... ..o mmmsommms
“ |
' |

BEREEB8Y RS

1234567691213 1610 2425 30-31 36-37 4243 48-49 5455 6061 66-67 72-73 7879 64-65 9091 9697 104105 114115 124125 1234567891213 1810 24-25 3031 36-37 42-43 4649 50-55 60-61 6667 72-73 76-79 8495 9091 0697 104-105

A) Muestra 2 B) MUESLIa.2.cu oo st e ime sy

al bases. 1.5 ancoding)

BEYREBY RS

1234567891213 1819 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 6667 72-73 78-79 8465 9001 9697 104105 114-115 124-125 1234567891213 1810 24-25 30-31 36-37 42-43 46-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 84-85 00-91 0697 104105
Pasition in resd (bp) Position in resd (bp)

) Muestra 3. - B) Muestra.3

BEYRBBY RS

° 1234567891213 1819 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 6667 72-73 78-79 8465 9001 9697 104105 114-115 124-125 1234567891213 1810 24-25 30-31 36-37 42-43 46-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 84-85 00-91 0697 104105
Pasition in resd (bp) Position in resd (bp)

Apéndice 12. A) Reporte de analisis de calidad por cada base en las secuencias antes de
procesar. B) Reporte de analisis de calidad por cada base en las secuencias después del
recorte de nucledtidos del extremo 5°. En amarillo los cuartiles; la linea roja es la media
de calidad; linea azul la mediana. En el eje X, la cantidad de bases de las lecturas, El eje
Y, se representan las calidades 0-38: Zona verde: 28-38. Corresponden a una muy buena
calidad; Zona naranja: zona de calidad intermedia (20-28). Muestra 1, 2 y 3 del tratamiento

NA.
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Apéndice 13. Puntaje de calidad por secuencia antes de procesar. Puntaje de calidad por

secuencia después del recorte de nucledtidos del extremo 5°. En el eje vertical se muestra

el nimero de lecturas en la biblioteca. El eje horizontal la calidad promedio de la secuencia

(Puntaje Phred). Muestra 1, 2 y 3 del tratamiento NA.
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Apéndice 14. Tabla comparativa entre Numero de FT representados en E. nitens x E.
globulus, por especie alineados con la base de datos PLANTTFDB y secuencias de

péptidos y aminoacidos de E. grandis, con hit positivo y anotados.

.. N°de FT N° de unigenes de
Familia de FT identificados FT ano%ados
bHLH 175 107
WRKY 119 74
MYB_related 73 70
MYB 83 69
NAC 92 66
GRAS 53 41
ERF 50 37
G2-like 54 36
B3 36 30
FARI 36 22
bZIP 25 20
HB-Other 32 19
Trihelix 25 19
C3H 23 17
HSF 19 17
Dof 17 15
SBP 18 14
AP2 20 13
ARF 17 13
HD-ZIP 18 12
M-type MADS 16 12
GATA 16 11
MIKC MADS 13 11
NF-YA 17 9
TCP 12 9
DREB 13 8
LBD 8 8
NFE-YC 11 7
Nin-like 10 7
GeBP 8 6
BES1 8 6
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Apéndice 15. Numero total de factores de transcripcion (FT) del hibrido E. nitens x E.

globulus expresados por familia y condicion NA (No aclimatado), AAH (Aclimatado
antes de helada), ADH (Aclimatado después de helada).

FT expresados en

FT expresados en

FT expresados en

Familia de FT condicion NA condicion AAH condicion ADH
bHLH 105 104 105
WRKY 74 72 72
MYB related 68 69 69
MYB 67 67 65
NAC 66 66 66
GRAS 41 40 41
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Apéndice 16. Valores de expresion Log.FC obtenidos mediante el analisis por DESeq2

con ajuste de p-value (padj) de 0,005, en las condiciones NA vs AAH.

FT regulados negativamente

FT regulados positivamente

I\i D Log,zF pad; D Log,zF padi
EnigloWRKY 69 470 7,85E-  EnigloM-type MADS 8.86 8,64E-
12 10 11
EniglERF 12 441 0% EnigloERF27 312 DDF
EnigWRKY29 402 >7F  EnigoMyB37 295 DO0F
EnigloMYB 33 -3,83 6%25]3 EnigloERF 18 2,79 6%213
EnigloMYB related 6,50E-  EnigloM-type MADS 8,57E-
-3,50 2,73
5 10 06 3 35
. EniglobHLHO4 318 VDF  EnigloMYB6 253 120"
| EnigoWRKY 52 306 00 EnigloHSF 3 252 20F
g EniglobHLHO6L — -2.80 2’%2.]5' EnigloNAC 50 2,37 1’%56]3'
,  EnigloMyB47 271 PNE EnigloDof 2 206 S
: 4,64E- . 5.57E-
10 EnigloDof 9 2,68 7oy EniglobHLH 59 2,15 5
| EnigloWRKY47 232 %P EnigloNacss 214 B0
, EniglobHLH46 — -2,27 IEZE EnigloMYB related 50 2,08 4’%12]5'



EnigloMYB related
13 37

” EnigloWRKY 36

s EniglobHLH 52

EnigloTCP 9
16

EnigloMYB 65

EnigloMYB related
18 38

EniglobHLH 76

17

19

EnigloNAC 38
20

)1 EnigloWRKY 67

EniglobHLH 65
22

EnigloDREB 1
23

y EnigloWRKY 66

EnigloNAC 23
25

EniglobHLH 48
26

EnigloB3 4
27

i EnigloWRKY 2

EnigloHSF 5
29

EnigloMYB 3
30

31 EnigloNAC 16

EnigloGRAS 29

EnigloMYB related
33 61

EnigloWRKY 72

32

34

2,23
2,19
2,18
2,03
-1,99
-1,91
-1,84
1,81
-1,79
-1,79
1,77
1,75
1,75
1,75
-1,74
-1,74
-1,70
-1,69
-1,65
-1,59
-1,58

-1,57

1,90E- .

05 EnigloHSF 9
1’%%]5_ EnigloMYB related 66
7=61‘SE' EniglobHLH 38
7’%85]5_ EnigloMYB 39
1,66E- .

02 EnigloDBB 3
7’%)215_ EnigloNAC 25
1,12E- . .

07 EnigloG2-like 3
6’32]5_ EnigloMYB related 12
3,27E- .

03 EnigloERF 7
4’%(;]5_ EnigloHB-Other 8
4’%3]5_ EnigloNAC 29
2,94E- .

07 EnigloERF 4
2°501E' EnigloHD-ZIP 8
6,05E-  EnigloM-type MADS

03 4

5’%75]5_ EnigloGRAS 10
4’%ZE' EnigloMYB 16
6’70§E' EnigloMYB 29
7,20E- :

04 EnigloDof 11
3’%(;15_ EnigloNAC 54
1’%215' EniglobHLH 27
1’29515_ EnigloWhirly 1
3,98E-

03 EnigloWRKY 16

2,04
1,98
1,94
1,93
1,83
1,82
1,79
1,78
1,73
1,72
1,69
1,65
1,64
1,63
1,58
1,52
1,51
1,47
1,44
1,44
1,33

1,31
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5,22F-
05
4,15E-
12
6,55E-
11
7,87E-
21
7,95E-
19
7,19E-
03
3,67E-
26
1,79E-
14
2,63E-
03
9,77E-
09
3,45E-
03
2,82E-
02
2,90E-
30
5,79E-
05
3,79E-
05
2,08E-
07
1,14E-
03
9,07E-
08
4,86E-
02
4,56E-
10
1,99E-
18
4,35E-
30



36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

EnigloC3H 14
EnigloNAC 37
EnigloLBD 6
EnigloZF-HD 1
EnigloDREB 7

EnigloWRKY 59

EnigloMYB related
51
EnigloMYB related
68

EnigloDof 3
EnigloNAC 35
EnigloERF 34

EnigloB3 29

EniglobHLH 36
EnigloG2-like 21
EnigloERF 15
EniglobHLH 53
EnigloGRAS 36
EnigloWRKY 58
EnigloNAC 11
EnigloERF 24
EnigloHSF 8

EnigloMYB 20

-1,55
-1,53
-1,52
-1,51
-1,50
-1,49
-1,48
-1,46
-1,44
-1,44
1,41
-1,38
1,37
1,37
1,37
1,37
1,35
1,35
1,33
1,31
-1,30

-1,27

7,07E-
07
1,60E-
04
1,10E-
02
4,76E-
03
9,52E-
03
8,77E-
03
6,23E-
03
2,22E-
11
6,42E-
07
1,85E-
04
1,96E-
06
3,51E-
03
2,20E-
03
2,52E-
02
5,91E-
03
9,35E-
03
4,15E-
05
4,71E-
03
1,43E-
05
8,38E-
03
5,67E-
03
1,83E-
05

EnigloC3H 5
EnigloE2F/DP 1
EniglobHLH 93

EniglobHLH 7
EnigloHB-Other 17

EnigloERF 19
EniglobHLH 78
EnigloNF-YB 1

EnigloG2-like 18

EnigloM-type MADS
8

EnigloTrihelix 8
EnigloTCP 7
EnigloWRKY 20
EnigloMYB 9
EniglobHLH 85
EnigloERF 21
EnigloNAC 7
EnigloNAC 44
EnigloB3 14
EnigloMYB 46
EnigloNAC 45

EnigloGRAS 34

1,09
1,09
1,08
1,08
1,06

1,05

80

1,26E-
04
1,81E-
05
6,59E-
20
1,27E-
05
9,02E-
10
3,26E-
02
1,53E-
03
7,52E-
17
1,11E-
06
1,26E-
16
3,67E-
12
7,32E-
06
3,89E-
07
2,83E-
10
2,53E-
05
4,72E-
05
3,99E-
03
3,30E-
02
2,97E-
10
1,67E-
02
1,54E-
22
8,83E-
04



57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

EnigloDof 10
EnigloNAC 47
EniglobHLH 86
EniglobHLH 25
EnigloARR-B 3
EnigloNAC 36
EnigloFARI 20

EniglobHLH 21

EnigloWRKY 30
EnigloMYB related

24
EnigloWRKY 6

EnigloDREB 2

EnigloGRAS 37

EnigloG2-like 35

EniglobHLH 95
EniglobHLH 68

EnigloMYB 50

EnigloGRAS 13

EnigloGRAS 12

EnigloNAC 42

EniglobZIP 2

1,27
-1,26
-1,24
-1,24
1,22
1,22
1,17
1,15
1,13
-1,10
-1,10
-1,09
-1,09
-1,09
-1,08
-1,05
-1,05
-1,04
-1,03
-1,02

-1,02

3,22E-
14
1,96E-
02
4,60E-
05
1,85E-
02
1,15E-
02
2,73E-
13
1,40E-
16
3,39E-
12
2,09E-
02
4,91E-
02
6,54E-
04
2,80E-
05
3,75E-
02
3,80E-
05
1,19E-
02
1,25E-
03
8,09E-
04
2,42E-
03
1,70E-
03
2,98E-
08
4,29E-
02

EnigloWRKY 35
EnigloCPP 3
/

/

1,04
1,02
/

/

81

3,03E-
02

5,10E-
05

/

/
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Apéndice 17. Valores de expresion Log-FC obtenidos mediante el anélisis por DESeq2

con ajuste de p-value (padj) de 0,005, en las condiciones AAH vs ADH.

FT regulados negativamente

FT regulados positivamente

N° ID Log.FC  padj 1D Log.FC  padj
1 EnigloNF-YC 5 -3,76  1,29E-03  EniglobHLH 3 7,64 1,13E-10
2 EnigloB3 29 -2,71  6,80E-07 EnigloWRKY 5 2,98 1,05E-15
3 EnigloARF 9 -2,67 2,41E-03 EnigloGRAS 30 2,22 9,01E-10
4 EnigloNF-YB 4 -2,57 2,94E-04 EniglobHLH 4 2,17 1,49E-15
5 EnigloB3 2 -2,39  2,82E-02 EnigloCAMTA 4 2,14 441E-26
6 EnigloERF 30 -2,17 1,89E-03 EnigloMYB 39 1,72 1,48E-14
7 EnigloMYB related 26 -2,14 3,48E-03 EnigloGRAS29 1,42 2,59E-08
8  EnigloWRKY 59 -2,12  1,87E-03 EniglobHLH 12 1,04 2,81E-02
9 EnigloB3 26 -2,07 1,82E-02 EnigloNAC 37 1,00 3,80E-02

10  EnigloWRKY 58 -2,02  1,83E-03 / / /

11 EniglobHLH 68 -2,02  1,05E-03 / / /

12 EnigloDBB 2 -1,94  1,35E-02 / / /

13 EnigloWRKY 11 -1,89  3,28E-06 / / /

14 EnigloERF 14 -1,86 1,57E-07 / / /

15  EnigloHB-Other 7 -1,85 3,77E-05 / / /

16 EnigloGRAS 18 -1,83  4,46E-02 / / /

17 EnigloTrihelix 1 -1,80  2,53E-05 / / /

18 EniglobHLH 86 -1,75 1,67E-06 / / /

19 EnigloGeBP 3 -1,66 1,01E-02 / / /

20 EnigloDREB 4 -1,62  6,52E-08 / / /

21 EnigloHD-ZIP 6 -1,62 5,10E-06 / / /

22 EnigloC3H 7 -1,61 1,72E-02 / / /

23 EnigloTrihelix 12 -1,60 4,65E-04 / / /

24 EnigloB3 4 -1,56 1,98E-04 / / /

25  EnigloWRKY 39 -1,54 2,63E-03 / / /

26 EnigloAP2 7 -1,53  1,51E-03 / / /

27 EnigloWRKY 49 -1,49 2,65E-03 / / /

28 EniglobHLH 44 -1,39  5,49E-08 / / /

29 EniglobHLH 98 -1,37  2,40E-02 / / /

30 EniglobHLH 94 -1,36  1,28E-02 / / /

31 EnigloWRKY 2 -1,34  9,01E-12 / / /

32 EniglobHLH 93 -1,30 8,19E-18 / / /

33 EnigloHB-Other 5 -1,30 1,23E-04 / / /



34 EnigloMYB related 15 -1,30 4,16E-02
35 EniglobHLH 80 -1,29  2,60E-05
36  EnigloHB-Other 12 -1,28 1,10E-05
37 EnigloMYB related 29 -1,27 4,54E-02
38 EnigloMYB related 20 -1,25 1,01E-04
39 EnigloGeBP 1 -1,22 2,14E-02
40  EnigloHB-Other 11 -1,21  8,29E-03
41  EnigloHB-Other 19 -1,20 1,01E-02

42 EnigloMYB 21 -1,20  1,95E-05
43 EnigloERF 27 -1,19  3,87E-02
44 EnigloERF 36 -1,19  5,54E-03
45 EnigloTCP 7 -1,18 1,85E-06
46 EnigloHB-Other 4 -1,17  3,57E-07
47 EnigloNAC 19 -1,17  8,73E-08
48  EnigloWRKY 54 -1,16 1,05E-03
49 EnigloTrihelix 6 -1,15  1,56E-02
50 EniglobZIP 16 -1,13  4,69E-05
51 EnigloERF 19 -1,11  3,70E-02
52 EnigloMYB 60 -1,11  4,17E-03
53 EnigloNAC 51 -1,09 4,64E-02
54 EnigloWRKY 7 -1,09  2,19E-02
55 EnigloTrihelix 3 -1,09 7,80E-04
56  EnigloWRKY 40 -1,09 4,26E-03
57 EnigloFAR1 18 -1,08 2,65E-03
58 EniglobHLH 63 -1,08 2,63E-02
59  EnigloWRKY 73 -1,07 3,20E-02
60 EnigloAP2 10 -1,07 1,69E-06
61 EniglobHLH 82 -1,06 9,70E-03
62 EnigloTrihelix 4 -1,06 9,31E-03
63 EniglobHLH 92 -1,05 1,14E-07
64 EniglobHLH 50 -1,04 4,06E-03

65  EnigloWRKY 34 -1,04 4,62E-02
66 EnigloMYB related 12 -1,03 1,99E-06
67 EnigloNAC 49 -1,02  8,58E-16

S~ TS TS TS T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T e . .
ST T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T e . .
ST T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T . .
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Apéndice 18. Valores de expresion Log.FC obtenidos mediante el analisis por DESeq2

con ajuste de p-value (padj) de 0,005, en las condiciones NA vs ADH.

FT regulados negativamente

FT regulados positivamente

Ne° ID Log:FC  padj ID Log:FC  Padj

1 EnigloLBD 6 -5,65 7,82E-12 EniglobHLH 3 8,41 8,55E-11
2 EnigloMYB 33 -5,04  3,12E-11 EnigloM-type MADS 10 8,37  6,07E-10
3 EnigloWRKY 69 -4,99 1,49E-19 EnigloWRKY 5 3,96 3,65E-32
4 EnigloWRKY 29 -4,82 4,17E-15 EnigloMYB 39 3,65 4,06E-68
5 EniglobHLH 94 -4,55 3,11E-05 EnigloMYB 37 3,48 3,82E-05
6 EnigloMYB 47 -433  5,87E-19 EnigloHSF 3 3,34  291E-33
7 EnigloB3 29 -4,10 2,13E-13 EnigloMYB 6 3,22 2,21E-08
8 EnigloMYB 3 -4,07  2,09E-20 EnigloMYB related 35 3,02 6,86E-04
9 EnigloWRKY 52 -4,02 1,77E-23 EnigloGRAS 10 2,59  291E-13
10 EnigloMYB related 10  -3,84 1,75E-09 EniglobHLH 4 2,58  2,29E-09
11 EnigloWRKY 59 -3,61 5,00E-33 EnigloCAMTA 4 2,53  6,27E-59
12 EnigloAP2 6 -3,47 9,77E-04 EniglobHLH 59 2,51 1,65E-18
13 EnigloMYB related 37  -3,45 3,31E-09 EnigloM-type MADS3 243 5,07E-17
14 EnigloNF-YB 4 -3,40 3,75E-16 EnigloERF 18 2,32 3,65E-08
15 EnigloWRKY 58 -3,35  2,38E-25 EnigloDof 2 2,14 9,39E-76
16 EnigloNF-YC 5 -3,33  3,44E-03 EniglobHLH 38 2,03  3,34E-12
17 EnigloB3 4 -3,32  8,60E-14 EnigloM-type MADS 4 1,95 2,10E-08
18 EnigloGRAS 26 -3,30  2,94E-12 EnigloERF 27 1,93 7,25E-04
19 EnigloHSF 5 -3,23  5,45E-27 EnigloNAC 25 1,93  1,33E-02
20 EniglobHLH 61 -3,17  7,17E-05 EnigloHSF 9 1,84 2,21E-13
21 EnigloMYB 65 -3,16  4,30E-06 EnigloERF 4 1,84  7,00E-03
22 EnigloWRKY 36 -3,16  1,81E-12 EnigloERF 21 1,69  8,98E-09
23 EnigloERF 24 -3,10  4,19E-08 EniglobHLH 8 1,63  6,25E-06
24 EnigloDof 9 -3,09 9,80E-06 EnigloNAC 53 1,62  2,53E-02
25 EnigloWRKY 2 -3,08 1,71E-23 EnigloNAC 50 1,62  4,73E-05
26 EniglobHLH 68 -3,07  1,53E-11 EnigloWhirly 1 1,51  3,96E-42
27 EniglobHLH 86 -2,98 2,48E-27 EnigloNAC 29 1,49  2,89E-07
28 EnigloGRAS 18 -2,98 3,03E-04 EnigloNAC 28 1,45 1,74E-12
29 EnigloARF 9 -2,94  2,33E-07 EnigloE2F/DP 1 1,44 249E-13
30 EnigloERF 14 -291  1,54E-10 EnigloNAC 13 1,41 2,57E-10
31 EniglobHLH 52 -2,86 5,77E-23 EniglobHLH 27 1,39  8,28E-07
32 EnigloMYB related 36 -2,76 2,49E-04 EnigloMYB related 31 1,35 1,43E-05
33 EniglobHLH 48 -2,70  2,40E-07 EnigloMYB 29 1,32 7,88E-03



34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71

EniglobHLH 76
EnigloYABBY 2
EnigloHSF 14
EniglobHLH 44
EnigloHSF 4
EnigloB3 2
EnigloMYB 66
EnigloWRKY 72
EnigloTrihelix 12
EniglobHLH 98
EnigloWRKY 67
EniglobHLH 33
EnigloWRKY 39
EnigloWRKY 49
EnigloZF-HD 1
EnigloCO-Like 1
EnigloWRKY 47
EnigloDof 3
EniglobHLH 36
EnigloAP2 7
EnigloWRKY 11
EnigloC3H 7

EnigloMYB related 68

EnigloGATA 8
EnigloGRAS 36
EnigloGeBP 3
EniglobHLH 65

EnigloMYB related 38

EniglobHLH 10
EnigloERF 15
EniglobHLH 42
EnigloGRAS 15
EnigloTrihelix 1
EniglobHLH 101
EnigloMYB 50

EnigloHB-Other 19

EnigloTrihelix 4
EnigloWRKY 12

-2,63
-2,61
-2,47
-2,47
-2,46
-2,45
-2,45
-2,43
-2,38
-2,36
-2,35
-2,29
-2,27
-2,26
-2,26
-2,24
-2,23
-2,23
-2,22
-2,21
-2,19
-2,19
-2,18
-2,18
-2,16
-2,14
-2,13
-2,13
-2,12
-2,08
-2,06
-2,05
-2,04
-2,04
-2,03
-2,02
-1,97
-1,97

4,23E-13
1,50E-03
6,88E-04
3,29E-06
9,66E-10
1,09E-07
2,61E-05
2,55E-06
3,68E-09
3,56E-08
7,07E-04
1,10E-03
2,46E-07
1,62E-28
1,46E-06
7,00E-04
2,72E-05
6,74E-16
1,25E-08
6,46E-17
7,23E-11
6,08E-04
2,86E-31
7,83E-06
2,76E-15
9,80E-06
3,09E-10
1,20E-13
3,58E-03
1,88E-06
1,98E-10
9,08E-05
8,24E-11
2,40E-04
5,08E-13
1,32E-13
6,87E-11
2,44E-04

EnigloB3 14
EnigloWRKY 16
EnigloGRAS 30
EnigloWRKY 60
EnigloG2-like 3
EnigloERF 7
EnigloMYB 16
EnigloDBB 3
EnigloHSF 6
EnigloHSF 10
EnigloNF-YB 1
EnigloWRKY 1
EnigloTrihelix 8

EnigloMYB related 66

EnigloNAC 7

EnigloHB-Other 17
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1,30
1,30
1,27
1,27
1,24
1,23
1,20
1,18
1,17
1,13
1,12
1,11
1,06
1,05
1,05
1,01
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3,16E-15
4,38E-18
9,65E-05
7,00E-04
1,43E-11
1,55E-05
1,10E-09
6,77E-09
3,69E-12
1,87E-06
5,61E-14
1,10E-05
3,53E-13
1,47E-04
5,06E-09
6,44E-10

I



72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
&3
8
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109

N~

EnigloG2-like 21
EnigloHB-Other 9
EnigloGATA 7
EnigloTCP 9
EnigloTrihelix 6
EnigloWRKY 30
EnigloERF 34
EnigloNAC 23
EnigloWRKY 40
EnigloMYB 60
EnigloGRAS 13
EnigloGRF 4
EnigloMYB related 29
EnigloMYB 20
EnigloMYB related 61
EnigloERF 30
EnigloGRAS 37
EnigloERF 1
EnigloMYB 5
EnigloNAC 38
EnigloWRKY 66
EnigloWRKY 7
EnigloGeBP 1
EniglobHLH 51
EnigloNAC 18
EnigloNAC 35
EnigloFAR1 18
EnigloGRAS 40
EnigloHB-Other 5
EnigloMYB 49
EnigloGRAS 39
EnigloMYB related 51
EnigloDREB 7
EnigloMYB related 39
EnigloWRKY 54
EniglobHLH 53
EniglobHLH 82
EniglobHLH 15

-1,96
-1,95
-1,94
-1,94
-1,92
-1,91
-1,88
-1,87
-1,87
-1,86
-1,85
-1,84
-1,83
-1,82
-1,81
-1,79
-1,78
-1,78
-1,78
-1,77
-1,74
-1,70
-1,69
-1,69
-1,68
-1,66
-1,65
-1,65
-1,65
-1,64
-1,64
-1,63
-1,63
-1,63
-1,62
-1,60
-1,60
-1,56

1,14E-03
1,08E-02
4,76E-12
3,70E-03
4,91E-08
5,10E-04
1,71E-26
9,45E-05
4,75E-03
2,77E-09
2,75E-08
1,19E-02
4,30E-05
4,04E-12
1,64E-08
4,85E-03
2,93E-04
4,14E-05
4,46E-09
6,12E-24
4,56E-06
4,08E-04
2,86E-06
3,61E-04
1,03E-06
9,07E-05
2,05E-13
6,52E-05
2,89E-22
1,62E-15
1,06E-09
8,43E-03
2,27E-03
1,16E-02
5,40E-11
2,30E-07
5,12E-05
6,64E-06
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110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147

EnigloDREB 2
EnigloG2-like 35
EnigloWRKY 73

EnigloNAC 8
EnigloMYB related 15
EnigloMYB related 63

EnigloTrihelix 18
EnigloWRKY 55

EnigloNAC 36
EnigloNF-YA 2
EnigloGRAS 12

EnigloSRS 1

EniglobHLH 50
EnigloWRKY 41
EnigloWRKY 6

EnigloMIKC MADS 8

EnigloNAC 14
EnigloARR-B 3

EnigloNAC 47

EnigloDof 10
EnigloWRKY 24
EnigloNAC 6
EnigloCPP 2
EnigloFARI 20
EnigloM-type MADS 12
EnigloDof 13
EniglobHLH 21
EnigloMYB related 46
EnigloERF 6
EnigloC3H 10
EnigloMYB related 20
EnigloWRKY 34
EniglobZIP 7
EnigloHB-Other 7
EnigloHD-ZIP 1
EniglobZIP 16
EnigloGRAS 3
EniglobZIP 2

-1,54
-1,53
-1,52
-1,51
-1,50
-1,50
-1,46
-1,46
-1,46
1,44
1,42
-1,40
-1,39
-1,39
1,37
-1,36
-1,36
1,32
1,31
1,31
-1,30
-1,29
1,29
1,26
1,25
1,25
1,25
1,24
1,24
1,23
1,22
1,22
1,22
1,21
1,21
1,21
-1,20
1,17

9,17E-06
2,36E-07
6,18E-03
6,89E-05
1,28E-02
1,76E-02
9,60E-05
1,32E-02
5,13E-17
3,50E-24
1,30E-05
2,53E-08
6,58E-06
1,17E-03
1,35E-05
8,05E-04
2,46E-06
2,45E-02
2,07E-03
5,74E-20
8,01E-03
1,85E-02
7,68E-05
4,17E-16
4,43E-02
1,33E-02
7,89E-10
1,39E-06
1,72E-04
3,85E-02
1,20E-13
9,03E-03
2,83E-03
1,05E-03
6,26E-09
9,41E-07
1,89E-14
2,73E-03
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148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171

EniglobHLH 63
EnigloMYB related 24
EnigloHD-ZIP 4
EnigloMYB related 58
EnigloNAC 19
EnigloWRKY 22
EnigloHB-Other 15
EnigloMYB related 64
EnigloHSF 7
EniglobHLH 80
EnigloHB-Other 12
EnigloMYB 10
EnigloMYB related 60
EnigloTCP 3
EnigloARF 3
EnigloGATA 9
EniglobHLH 47
EnigloDREB 4
EniglobHLH 81
EnigloMYB related 69
EnigloNAC 42
EniglobHLH 95
EnigloHD-ZIP 12
EnigloHD-ZIP 6

-1,17
-1,16
-1,15
-1,15
-1,15
-1,14
-1,13
-1,13
-1,13
-1,12
-1,12
-1,11
-1,10
-1,08
-1,07
-1,07
-1,07
-1,06
-1,06
-1,04
-1,01
-1,01
-1,00
-1,00

4,79E-03
3,17E-02
3,77E-02
7,36E-03
2,41E-05
6,55E-03
1,11E-03
6,23E-04
2,49E-05
5,70E-05
1,27E-07
1,86E-03
1,62E-16
4,99E-03
4,32E-10
4,18E-03
3,62E-04
2,01E-02
1,21E-03
1,11E-05
2,81E-07
4,13E-02
7,24B-04
1,56E-03
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-4,02 -1,00 1,00 8,86
Min=-4.01717287994707 log2FoldChange Max=8.86155118114236
-, i E] ==,
E' T :, =

Apéndice 19. Interactoma entre NA y AAH de los factores de transcripcion anotados en
el hibrido E. nitens x E. globulus que presentaron valores de Log.FC superior a 1 (rojo) e
inferir a -1 (verde) con Transcritos alineados con péptidos y nucleotidos de E. grandis.

Rombos: factores de transcripcion, Rectangulo: transcritos alineados con E. grandis
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O

-3,7619 -1,0000 1,0000 2,9773 ‘
Min=-3.76194226336799 log2FoldChange Max=2.97729302906637 .
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Apéndice 20. Interactoma entre AAH y ADH de los factores de transcripcion anotados en
el hibrido E. nitens x E. globulus que presentaron valores de Log.FC superior a 1 (rojo) e
inferir a -1 (verde) con Transcritos alineados con péptidos y nucledtidos E. grandis.

Rombos: factores de transcripcion, Rectdngulo: transcritos alineados con E. grandis.
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-5,65 -1,00 1,00 8,37
Min=-5.65411547186261 log2FoldChange Max=8.36717813215646

Apéndice 21. Interactoma entre NA y ADH de los factores de transcripcion anotados en
el hibrido E. nitens x E. globulus que presentaron valores de Log.FC superior a 1 (rojo) e
inferir a -1 (verde) con Transcritos alineados con péptidos y nucledtidos E. grandis.

Rombos: factores de transcripcion, Rectangulo: transcritos alineados con E. grandis.



