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Resumen 

 

 La sequía es uno de los principales estreses abióticos que afectan a los cultivos, y se 

prevé que en un futuro próximo la frecuencia e intensidad de estos sucesos aumenten debido 

al calentamiento global. La lenteja es una leguminosa tradicional del Mediterráneo, y 

aunque se la considera como moderadamente tolerante a la sequía, su producción se ve 

reducida drásticamente cuando este estrés se presenta en determinados momentos del 

desarrollo de la planta. 

 Este trabajo tiene dos objetivos principales. En primer lugar, el desarrollo de una 

técnica sencilla y rápida para determinar el nivel de tolerancia a la sequía de los diferentes 

genotipos, y para ello se han empleado dos métodos. Los resultados obtenidos muestran que 

la primera técnica empleada, enfocada al efecto sobre la germinación, es efectiva. El 

segundo método, enfocado al efecto sobre las plántulas, deberá ser probada en diferentes 

condiciones y genotipos para asegurar su efectividad. El segundo objetivo consistió en el 

análisis de cambios de expresión de 8 genes descritos como parcialmente responsables de la 

tolerancia para comprobar si podrían utilizarse como marcadores que permitan predecir el 

grado de resistencia a este estrés. Los datos obtenidos han mostrado diferencias con los 

esperados según los datos bibliográficos disponibles, lo cual podría deberse a la existencia 

de diferentes respuestas dependiendo de los genotipos analizados y a la plasticidad de los 

cambios en el transcriptoma en distintos tejidos ante el déficit hídrico. 

 

Palabras clave: Lens culinaris, Lens odemensis, Medio hidropónico, PEG, qPCR, sequía  

 

Summary 

 

Drought is one of the main abiotic stresses affecting crops, and the frequency and 

intensity of these events are expected to increase in the near future due to global warming. 

Lentil is a traditional Mediterranean legume, and although it is considered to be moderately 

drought tolerant, its production is drastically reduced when this stress occurs at certain times 

in the plant's development. 

This work has two main objectives. Firstly, the development of a simple and fast 

technique to determine the level of drought tolerance of the different genotypes, and two 

methods have been used for this goal. The results obtained show that the first technique 

used, focused on the effect on germination, is effective. The second method, focused on the 

effect on seedlings, should be tested under different conditions and genotypes to ensure its 

effectiveness. The second objective consisted of the analysis of changes in the expression of 

8 genes described as partially responsible for tolerance to see if they could be used as 

markers to predict the degree of resistance to this stress. The data obtained have shown 

differences with those expected according to the available bibliographic data, which could 

be due to the existence of different responses depending on the genotypes analyzed and the 

plasticity of the changes in the transcriptome in different tissues to cope with water deficit. 

 

Keywords: Drought, Hydroponic medium, Lens culinaris, Lens odemensis, PEG, qPCR  
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1. Introducción 

 

Las zonas áridas cubren un 41% de la superficie terrestre, y se estima que para 2100 

lleguen a suponer más del 50 % (Yao et al., 2020). Un ejemplo es el sur de Europa donde se 

ha observado un incremento de la temperatura generando una evapotranspiración mayor en 

esta zona, y la humedad generada se desplaza a zonas del norte de Europa, lo que causa un 

sur de Europa más árido y un norte más húmedo (Stagge et al., 2017). La consecuencia de 

este proceso se puede ver claramente en la desertización de la Península Ibérica mostrada en 

la Figura 1. Aunque sucesos como este se han observado también en otras zonas como el 

sureste africano, causando un problema más serio porque se estima que para 2050 ciertas 

leguminosas ya no se puedan cultivar por la aridez generada, además que la sequía en estas 

zonas podría afectar a las propiedades nutritivas de los cultivos (Hummel et al., 2018). Esto 

es un problema mayor porque se suma a que los países en desarrollo tienen más pérdidas en 

las cosechas al carecer de medios para proteger los cultivos (Daryanto et al., 2015). 

 

Figura 1.: Evolución de la desertización en la Península Ibérica durante la segunda mitad del siglo XX. Los 

círculos en rojo muestras las zonas que presentan desertización. Fuente: AEMET. 

 

La falta de disponibilidad de agua es uno de los estreses abióticos que más perdidas 

causan en la agricultura debido a que la planta muestra problemas en el crecimiento y 

desarrollo (Betti et al., 2012; Mahmood et al., 2020). Esto se debe a la inhibición de la 

fotosíntesis y a que el metabolismo general se ve comprometido ante condiciones de déficit 

hídrico. Por ello aparece una respuesta ante este estrés por parte de la planta, así a nivel 

celular se produce un ajuste de la membrana, y un conjunto de modificaciones del ciclo y de 

las divisiones celulares (Krasensky et al., 2012). Estos cambios se ven acompañados por la 

producción de numerosos compuestos, como solutos osmocompatibles para un reajuste 

osmótico, y de macromoléculas, que permiten mantener la turgencia celular y protegen a la 
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célula del daño generado por las especies reactivas del oxígeno que se generan (Bartels et 

al., 2005). 

La adaptación a la sequía está regulada por una compleja interacción entre diversos 

genes asociados con la señalización celular, como factores de transcripción, proteínas 

quinasas y fosfatasas, que desencadenan cambios fisiológicos, morfológicos y metabólicos 

(Ullah et al., 2017; Bashir et al., 2019), siendo claves para el mantenimiento del balance 

hídrico a través del cierre de estomas, reducción de la transpiración, uso eficaz del agua, 

acumulación de solutos, un mejor desarrollo radicular, etc. (De Brito et al., 2011). El 

correcto funcionamiento de la transducción de la señalización desencadena mecanismos de 

recuperación, permitiendo a las plantas tolerantes a la sequía crecer independientemente de 

esta condición (Mahmood et al., 2020). Para ello cuando las membranas celulares perciben 

las señales generadas por el estrés, se activan de manera endógena o mediante fitohormonas 

diversos mecanismos de señalización (Ullah et al., 2017). Además varios procesos 

fisiológicos están regulados por segundos mensajeros como el calcio intracelular cuya 

concentración varía según las condiciones de disponibilidad de agua y de algunas 

fitohormonas como el ácido abscísico, ácido jasmónico o el etileno (Li et al., 2015). 

También se activan los mecanismos de defensa contra las especies reactivas del oxígeno, 

porque durante esta condición adversa aumenta la producción de estas moléculas (Fang et 

al., 2015). Para la correcta transducción de las señales participan, entre otros, pequeños 

péptidos, fitohormonas y RNAs no codificantes o ncRNA (Bashir et al., 2019), comenzando 

así a funcionar las diversas estrategias que las plantas han adquirido para enfrentarse a la 

sequía, pudiendo actuar más de una a la vez. Las cuatro clases de respuesta más importantes 

son: a) la evasión, que suele manifestarse como un elevado desarrollo radicular acompañado 

de una reducción de la transpiración (Fang et al., 2015; Shavrukov et al., 2017), b) la 

tolerancia, produciéndose un reajuste osmótico que permite soportar condiciones severas de 

deshidratación (Fang et al., 2015); c) el escape, si la planta modifica su ciclo vital o 

desarrollo para evitar los periodos de sequía (Fang et al., 2015; Shavrukov et al., 2017), y d) 

la recuperación, siendo la capacidad de reducir su actividad y retomarla cuando las 

condiciones son favorables (Fang et al., 2015). 

Para lograr estas respuestas es necesario activar una serie de mecanismos, así para la 

evasión aparece 3 procesos principales: 

a) Incremento del desarrollo radicular: a través de la raíz la planta obtiene tanto 

aporte de agua como de nutrientes, por ello algunas plantas han adquirido la capacidad de 
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modificar la arquitectura radicular (longitud, ramificación, etc.) para llegar a los horizontes 

más profundos con mayor humedad. 

b) Cambios foliares: las hojas son los órganos por donde se produce la mayor 

pérdida de humedad. En condiciones con baja disponibilidad de agua puede llegar a suponer 

un problema, por ello la estrategia que han adquirido algunas plantas es modificar la 

orientación de las hojas logrando disminuir la radiación que reciben, o incluso enrollar las 

hojas. También aparecen cambios en los estomas (en el número de estomas, distribución de 

los estomas y la regulación de su cierre/apertura), incremento de las ceras en la cutícula y 

aumento de los tricomas en las hojas para reflejar más radiación y retener la humedad. 

c) Modificaciones en la fotosíntesis, de la que depende el desarrollo normal de la 

planta, estando relacionada con la transpiración porque el intercambio gaseoso que se 

produce en los estomas es una fuente de pérdida de agua. Por ello las plantas han adquirido 

3 rutas para la fotosíntesis, el metabolismo C3, estas plantas captan el CO2 durante el día y 

lo fijan mediante el ciclo de Calvin, el metabolismo C4, donde el CO2 es captado por las 

células del mesófilo y fijado por las células de la vaina y el metabolismo CAM, donde se 

capta el CO2 por la noche, se almacena en vacuolas, y durante el día se fija (Fang et al., 

2015). 

En la aparición de tolerancia también hay 3 mecanismos generales: 

a) Reajuste osmótico: se produce una acumulación de compuestos orgánicos 

(prolina, glicina, trehalosa, inositol, etc.) e iones inorgánicos, y con ello se logra disminuir 

el potencial osmótico reteniendo el agua, permitiendo mantener la turgencia, y proteger las 

membranas y proteínas. 

b) Activación del mecanismo de defensa ante oxidantes: el metabolismo aerobio 

conlleva a la producción de ROS (Especies Reactivas del Oxígeno). En condiciones de 

aporte suficiente de agua hay un equilibrio entre su producción y detoxificación, cuando 

aparece la sequía este equilibrio desaparece por lo que para proteger a la célula del daño y 

finalmente de la muerte celular, activa este mecanismo. 

c) Producción de fitohormonas y cambios en la producción de clorofila. La 

producción de fitohormonas se genera ante diferentes condiciones adversas para coordinar 

las respuestas de los diferentes tejidos. La principal fitohormona ante la sequía es el ABA 

(ácido abscísico), entre otras funciones, genera el cierre de estomas y modifica el 

metabolismo celular. Los cambios en la producción de clorofila están relacionados con los 

daños generados en las membranas durante el déficit hídrico, durante este suceso la cadena 
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de transporte de electrones se ve afectada, y para reducir el daño que se puede generar la 

producción de clorofila disminuye para reducir la fotosíntesis (Fang et al., 2015). 

El mecanismo para la respuesta de escape se basa en acortar el periodo vegetativo y 

entrar en la fase reproductiva antes de que el estrés aparezca, para ello tiene un rápido 

crecimiento, a pesar de ello, si el estrés coincide en el tiempo con el ciclo vital de la planta 

esta puede desarrollar mecanismos de evasión hasta la finalización de su ciclo (Shavrukov 

et al., 2017). 

La respuesta de la recuperación no es única de las plantas, también se encuentran en 

otros organismos. En las plantas un claro ejemplo lo tenemos en Selaginella lepidophylla, 

esta planta puede llegar a perder hasta un 80 % del agua, y cuando se rehidrata continuar su 

ciclo vital. Para ello mantiene las estructuras celulares sin daños, lo que logra mediante la 

acumulación de compuestos orgánicos que sustituyen el agua, principalmente trehalosa, 

aunque también emplea el sorbitol y xilitol, entre otros polialcoholes (Pampurova y Van 

Dijck, 2014). 

Un resumen de las respuestas se muestra en la Figura 2. 

 

 

Figura 2.: Esquema general de las respuestas al estrés por sequía. 

 

La lenteja es un cultivo originario del Oriente próximo que rápidamente se extendió 

por el Mediterráneo, convirtiéndose en un cultivo tradicional de leguminosa. Además sirve 

como alimento básico en países como la India por ser una fuente rica en proteína vegetal, 
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glúcidos, fibra, hierro, tiamina y vitamina B6 (Joshi et al., 2017). En España la lenteja es la 

principal leguminosa importada, aunque la superficie dedicada a su cultivo ha ido 

aumentando en los últimos años, siendo en 2019 de 50.200 ha, lo que supone una 

producción en ese año de 35.500 toneladas (Ministerio de Agricultura, Pesca y 

Alimentación, Gobierno de España, 2019). 

Aunque el cultivo de lenteja es moderadamente tolerante a la sequía, presenta unas 

pérdidas en torno al 21-22 %, aunque hay diferencias significativas entre los estadios de la 

vida de la planta, así en la fase vegetativa suponen en torno al 15 % y en la fase 

reproductiva entre el 37-43 %. Esta diferencia se debe a que en la fase vegetativa puede 

aclimatarse modificando su metabolismo y morfología mediante la alteración de la 

expresión génica, mientras que en la fase reproductiva no dispone de tiempo suficiente para 

aclimatarse y la formación de la semilla se ve comprometida (Daryanto et al., 2015).  

 La lenteja ante el estrés hídrico ha adquirido estrategias de evasión, escape y 

tolerancia, y muestra importantes cambios morfológicos y fisiológicos, como el aumento de 

la pubescencia en las hojas, una regulación eficaz de la apertura y cierre de los estomas, 

reajustes osmóticos, un incremento de la respuesta a daño oxidativo, etc. Todo ello reduce 

la pérdida de agua y posibles daños en tejidos, también aumenta la toma de agua que esté 

disponible en el ambiente (Gupta et al., 2019). Además la lenteja como leguminosa 

establece interacciones con bacterias fijadoras de nitrógeno en sus raíces y también forma 

micorrizas; se ha visto que estas interacciones ayudan a la planta en condiciones adversas al 

ayudar a la toma de agua y nutrientes, o a facilitar un desarrollo radicular rápido (Krasensky 

et al., 2012; Daryanto et al., 2015; Gupta et al., 2019). 

Se ha observado que la tolerancia al estrés por sequía tiene un control poligénico y 

para comprender su funcionamiento se está analizando el transcriptoma, donde se ha 

encontrado una gran cantidad de genes involucrados como en el trabajo de Singh et al. 

(2017) cuyos resultados muestran más de 18.000 genes con cambios en expresión, o en el 

de Morgil et al. (2019), que mediante un análisis de RNA-seq observaron en fases iniciales 

del estrés casi 3.000 genes con cambios de expresión, que aumentaron hasta más de 18.000 

cuando el estrés se prolonga en el tiempo. Por ello para poder desarrollar variedades 

tolerantes a la sequía se ha comenzado a mapear el genoma en busca de QTLs (Quantitative 

Trait Loci) (Idrissi et al., 2015; Idrissi et al., 2016) y se han empleado marcadores 

moleculares como Singh et al. (2016) que empleó 35 marcadores SSR para estudiar 

distintos genotipos de lenteja con diversas adaptaciones al déficit hídrico para caracterizar la 
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diversidad molecular. Además como las especies silvestres de lenteja se encuentran en 

zonas áridas con sequías frecuentes, son una importante fuente de genotipos para emplear 

en la mejora de este cultivo (Gorim et al., 2017). 

 En relación a la respuesta al estrés causado por la sequía en lenteja, este trabajo tiene 

dos objetivos: 

a) El primero es desarrollar un test simple y rápido para determinar el nivel de tolerancia a 

la sequía en diferentes genotipos. Para ello se han probado dos métodos diferentes, uno 

enfocado a ver los efectos sobre la germinación y otro en los efectos sobre plántulas. 

b) El segundo objetivo es el análisis de cambios de expresión génica en ciertos genes 

descritos como parcialmente responsables de tolerancia a la sequía y su potencial utilización 

como indicadores de tolerancia a este estrés. 

 

2. Materiales y métodos 

  2.1. Material biológico 

Se emplearon dos genotipos de lenteja como material biológico, Lens culinaris 

subsp. culinaris cv. Alpo Medikus (Alpo) y Lens odemensis Ladizinsky ILWL235 

(Odemensis). Todas las semillas antes de ser empleadas se desinfectaron del siguiente 

modo: 

1. Un lavado rápido con etanol 70 %. 

2. Lavado con agua destilada. 

3. Se dejan las semillas durante 3 minutos en hipoclorito sódico al 5 % (lejía 

comercial apta para la desinfección de agua bebida diluida 3:1, 150 mL de lejía 

para 50 mL de agua). 

4. Lavados con agua destilada estéril hasta la total eliminación del hipoclorito 

sódico. 

Además las semillas de Lens odemensis sufrieron un proceso de escarificación para 

facilitar su germinación. 

 

  2.2. Prueba de germinación en presencia de polietilenglicol 

Este test se realizó siguiendo las indicaciones de Morgil et al. (2019) para 

determinar el nivel de tolerancia causado por la sequía mediante su efecto sobre la 

germinación en los diferentes genotipos de lenteja. 
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Para ello se pusieron a germinar sobre papel de filtro humedecido 10 semillas 

desinfectadas por placa Petri. Las placas control se humedecieron con solución Hoagland y 

las placas de tratamiento contenían solución Hoagland y politilenglicol (PEG MW 6000) al 

10 % y 15 %. En todos los casos se realizó la prueba por triplicado.  

La solución Hoagland se preparó utilizando sales de Hoagland Modified Basal Salt 

Mixture (Phytotecnologies laboratories), siguiendo las instrucciones del fabricante, 

consistentes en preparar una solución 10X (16,3 g Hoagland Modified Basal Salt Mixture 

en 1 L de agua destilada), posteriormente autoclavada. Para su uso se diluyó a una 

concentración 1X (100 mL de la solución Hoagland 10X en 900 mL de agua destilada 

estéril).  

Las soluciones de tratamiento se realizaron añadiendo a la solución Hoagland 1X 

PEG 6000 en la cantidad adecuada (10 %: 10 g en 1 L; 15 %: 150 g en 1 L) 

Los datos de germinación se tomaron después de 7 días en una cámara de cultivo 

con la temperatura controlada a 25 ± 1 ºC y un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de 

oscuridad. Una vez recogidos los datos se realizó un test de Fisher para comparar los 

porcentajes de semillas germinadas y no germinadas de las réplicas y los diferentes 

tratamientos. 

 

  2.3. Test de estrés en medio hidropónico 

La finalidad de esta segunda prueba utilizando medio hidropónico fue evaluar el 

impacto de la sequía en las plántulas de los diferentes genotipos mediante el método 

descrito por Singh et al. (2013), especialmente para evaluar los cambios de expresión 

génica. La prueba se realizó por triplicado. 

Para ello las semillas tras ser lavadas y desinfectadas se germinaron en placas de 

Petri sobre papel de filtro humedecido con agua destilada durante 1 semana. Posteriormente 

las plántulas fueron trasladadas al medio hidropónico durante 1 semana, y una vez 

transcurrida comenzó el tratamiento de estrés durante 7 días. Este consistía en dejar fuera 

del medio hidropónico a las plántulas durante 6 h, exponiendo las raíces al aire, mientras 

que las plantas control permanecían en el medio hidropónico durante el proceso.  

El medio hidropónico se realizó con solución Hoagland 1X, realizada del mismo 

modo que en el apartado 2.2., cubriendo las raíces de las plántulas y con aireación 

constante. Las condiciones eran de 25 ºC (±1 ºC) y con un fotoperiodo 16/8 h 

(luz/oscuridad) y una humedad relativa del 50%. 
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Una vez finalizado el tratamiento se cuantificó su impacto a nivel visual, evaluando 

el aspecto foliar y recuperación de la rigidez del tallo tras el tratamiento, también se 

comprobó si se producían diferencias en el desarrollo entre el control y el tratamiento. Una 

vez finalizado el tratamiento se procedió la extracción del RNA total. 

 

  2.4. Extracción y purificación del RNA total 

Las hojas y raíces de todas las plántulas fueron cosechadas y congeladas con 

nitrógeno líquido para su pulverización y extracción del RNA total. 

La extracción del RNA total se realizó con el kit PureLink RNA minikit de la 

compañía NZY Technologies siguiendo las indicaciones proporcionadas por la empresa. 

Posteriormente se evaluó su calidad y cantidad con el espectrofotómetro NanoDropTM 100. 

El RNA extraído de L. odemensis presentó indicios de contaminaciones por lo que fue 

limpiado para mejorar su calidad. Para ello se precipitaron 100 L de la solución de RNA 

empleando 10 µL de acetato sódico 3 M (pH 5.0) y 110 µL de isopropanol incubando 

durante 12 h a -20 ºC. Finalizada la precipitación se procedió a la digestión con RQ 1 

DNAsa a 37 ºC durante 30 minutos, una vez transcurrido el tiempo se paró la reacción con 

STOP RQ 1 DNAsa e incubando a 65 ºC durante 10 minutos. Se volvió a evaluar la calidad 

y cantidad con el espectrofotómetro NanodropTM 100. Todas las muestras fueron 

conservadas a -80 ºC. 

 

  2.5. Sintesis del DNA complementario (cDNA) 

Con el RNA total extraído y preparado se procedió a elaborar el cDNA. Para ello se 

empleó el kit High-Capacity RNA-to-cDNA de la empresa Applied Biosystems siguiendo 

las instrucciones del fabricante. En el proceso se empleó un termociclador y la incubación 

se realizó en 3 pasos, el primero consistió en una incubación a 37 ºC durante 60 min, el 

segundo fue un incremento de temperatura a 95 ºC durante 5 min y el último mantener la 

muestra a 4 ºC hasta su almacenamiento a -20 ºC. Con el cDNA obtenido se realizó una 

dilución 1:10 para su uso en las qPCR. 

 

  2.6. Análisis del cambio de expresión génica por qPCR 

Se empleó la β-tubulina (Singh et al., 2017) y RPL2 (Proteína Ribosomal L2) (Sinha 

et al., 2019) como genes de referencia por su expresión constitutiva. Para los 8 genes 

estudiados se emplearon los primers de la tabla 1, que fueron diseñados empleando 
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Primer3Plus (Untergasser et al., 2007). Los genes seleccionados han sido descritos por 

Singh et al. (2017) y Takahashi et al. (2018) como parcialmente responsables de la 

tolerancia a la sequía en diferentes genotipos de lenteja.  

Se prepararon 3 réplicas técnicas por muestra, cada una contenía 7,5 L de Power 

SYBR™ Green PCR Master Mix (Applied Biosystems™), 2 L de cDNA y 0,4 M de 

cada primer, añadiendo agua milli-Q hasta un volumen final de 15 L. La RT-qPCR fue 

realizada en el instrumento StepOnePlus Real-Time PCR (Applied Biosystems™), 

mediante el siguiente programa: 95 ºC durante 10 min, 40 ciclos de 95 ºC durante 15 s y 60 

ºC durante 1 min, y una fase final de desnaturalización de 60 ºC hasta 95 ºC con 

incrementos de 0,3 ºC. La eficiencia de la amplificación para cada pareja de primers fue 

estimada mediante el software LingRegPCR v2017.1 (Ruijter et al., 2009). El análisis del 

cambio de expresión génica fue realizado con el método de comparación CT (CT), 

implementado en el software StepOne™ v 2.3 (Life Technologies). 

 

Tabla 1.: Primers usados en el análisis del cambio de expresión génica por qPCR 

Primer Secuencia Gen 

β-tubulina 
5'-GGATTTGCTCCTTTGACCTC-3' 

β-tubulina 
3'-CTTGGCATCCCACATTTGTT-5' 

RPL2 
5'-ATTGAGCTGAACCCAGGACAA-3' 

RPL2 
3'-GACGTGGGCTCCTATCAGATC-5' 

Lc15367 
5'-TGTGGTTGTGGAAGCAGTTG-3' 

MT2A 
3'-GGTTTCCATTTCGGAGTAGC-5' 

Lc10328 
5'-AACCCTTGCCTAATGCCTTC-3' 

SRG1 
3'-TTGCAGAGTATCCAGTTGCTC-5' 

Lc18699 
5'-CAAGAACGACGAATGGCATC-3' 

HSP70 
3'-TTTGGAACGGTGACTGTGAG-5' 

Lc15650 
5'-GAGCAAACATCGCAAACAAG-3' 

WRKY33 
3'-TTGAACCACAACTCTAGCTTCC-5' 

Lc21899 
5'-GCATGATGTTGAGGAGTTTGC-3' 

STM 
3'-CACTTTGAAGTGCTTGACCATC-5' 

Lc20116 
5'-CGATGAGAAGTGGATGAAACAC-3' 

SDH-1 
3'-ACGAGCTTTAGGAGGGAATG-5' 

Lc28037 
5'-AAGCCGGAGAGACGATTAAG-3' 

LEA4-5 
3'-GTTGCTGCCTCTTTTTGCAC-5' 

Lc07617 
5'-GAGAAGAGTACCAAATGGACCTG-3' 

CLE25 
3'-CATGCTTGATTAGGTGGTTGTC-5' 
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3. Resultados 

  3.1. Prueba de germinación con PEG 6000 

Los resultados visuales de la prueba de germinación con PEG 6000 se muestran en 

la Figura 3, donde se observa un mayor desarrollo radicular en Alpo. Los datos obtenidos se 

sometieron al test de Fisher para detectar las posibles diferencias estadísticamente 

significativas entre semillas germinadas y no germinadas; entre las tres réplicas de los 

diferentes tratamientos no se encontraron diferencias significativas. Posteriormente se 

procedió a comparar los genotipos en los diferentes tratamientos, observándose diferencias 

significativas en la concentración de 15 % de PEG al obtener un valor inferior de p < 0,05, 

determinando que el genotipo Alpo era más tolerante que el genotipo Odemensis a la 

sequía. Los datos recogidos se muestran en la tabla 2 con los que se elaboró la Figura 4.  

 

Figura 3.: Efecto sobre la germinación por el tratamiento con PEG 

 

Tabla 2.: Tasa media de germinación ± desviación estándar, en porcentaje, de los diferentes tratamientos. 

 

Control PEG 10 % PEG 15 % 

Alpo 96,6 ± 8,1 93,3 ± 6,1 43,3 ± 2,2 

Odemensis 90,0 ± 7,2 83,3 ± 5,3 13,3 ± 1,1 

Test de Fisher p = 0,61 p = 0,42 p = 0,03 
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Figura 4.: Gráfica del efecto sobre la germinación por el tratamiento con PEG, en azul Alpo y en rojo L. 

odemensis. Las barras de error muestran el error estándar. (*) Diferencias significativas entre los genotipos. 

 

  3.1. Test de estrés en medio hidropónico 

Ambos genotipos germinaron tras una semana en un porcentaje mayor del 90 %, y 

se trasladaron al medio hidropónico (Figura 5); tras una semana en dicho medio empezó el 

tratamiento. Se analizaron visualmente, siguiendo la escala de Singh et al. (2013) para 

clasificar la tolerancia a la sequía, siendo: 0 para plantas sanas sin síntomas, 1 para plantas 

verdes con ligero marchitamiento, 2 para plantas con hojas verdes y partes ligeramente 

amarillas, además con un marchitamiento moderado, 3 para plantas con hojas amarillas-

pardas con un marchitamiento severo, y 4 para plantas con hojas secas y muertas. Una vez 

finalizada la exposición diaria de las raíces al aire, se observaron los efectos que mostraban 

las plántulas, presentando una ligera epinastía y falta de rigidez de los tallos. En ambos 

genotipos hubo una recuperación al regresar al medio hidropónico. A largo plazo no se 

apreciaron diferencias notables en el desarrollo de la plántula entre el control y el 

tratamiento, o entre los genotipos. Las plántulas solo mostraron ligeros signos de estrés, en 

los ápices de los foliolos aparecieron indicios de clorosis en ambos genotipos, mostrándose 

la diferencia entre el primer día antes del tratamiento y el último día en la Figura 6, donde 

se expone el genotipo Alpo como ejemplo. Basándose en los resultados obtenidos por Singh 

et al. (2013), donde observaban que los genotipos tolerantes se recuperaban al regresar al 

medio hidropónico, se determinó que tanto los genotipos Alpo como Odemensis eran 
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tolerantes a la sequía, y clasificando a ambos genotipos según la escala empleada en un 

valor de 1. 

 

Figura 5.: Efecto de la simulación de sequía sobre plántulas. A muestran las semillas empleadas para la 

germinación del genotipo Alpo, y B muestra las plántulas en el medio hidropónico del genotipo Alpo. 

 

 

Figura 6.: Efecto de la simulación de sequía sobre plántulas de Alpo. A y B son el control, A es a tiempo 0 y B 

tras una semana. C y D son el tratamiento, C es a tiempo 0 y D tras una semana. 

 

 

 

  3.3. Resultados de la extracción de RNA total 

 Se midió la cantidad de RNA total extraído mediante el espectrofotómetro 

NanoDrop™ 100, los resultados se muestran en la tabla 3, y Figuras 7 y 8. 
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Para estimar la calidad del RNA obtenido se emplea la relación de absorbancia 

260/280 que nos indica contaminación por proteínas, debido a que las proteínas presentan la 

absorbancia máxima a una longitud de onda de 280 nm, los valores entre 1,8-2 son muestras 

de RNA puras. También se empleó para la calidad la relación de absorbancia 260/230 

donde valores entre 1,5-2,2 indican extracciones óptimas, y si son inferiores presencia de 

contaminantes (sales, glúcidos y fenoles) (Subhra y Chakraborty, 2009). 

 

 Tabla 3.: Resumen de la cantidad y calidad del RNA total extraído, medido con el espectrofotómetro 

NanoDropTM 100, empleando agua milli-Q como blanco. (*) Resultados de las muestras tras la limpieza. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.: Medición del RNA total extraído del control de hoja de Alpo. 

Muestra Abs. 260 nm relación 260/280 relación 260/230 Concentración (ng/μL) 

Alpo Hoja Control 21,95 2,12 2,23 878,2 

Alpo Raíz Control 7,86 2,09 2,23 314,6 

Alpo Hoja Tratamiento 13,24 2,13 2,30 529,7 

Alpo Raíz Tratamiento 5,67 2,09 1,85 226,9 

Odemensis Hoja Control 25,75 2,13 2,2 1030,3 

Odemensis Raíz Control* 5,82 1,96 2,07 233,1 

Odemensis Hoja Tratamiento* 10,40 1,94 2,19 416,1 

Odemensis Raíz Tratamiento* 1,87 1,80 1,63 74,9 
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Figura 8.: Medición del RNA total extraído antes (A) y después (B) de la limpieza del control de raíz de 

Odemensis. 

 

  3.4. Análisis del cambio de expresión génica por qPCR 

Los niveles de cambio de expresión de los genes seleccionados se muestran en las 

figuras 9, 10, 11 y 12. Los resultados fueron transformados a log2 para una comparación 

más sencilla, debido a que permite distinguir de forma rápida el nivel de incremento o 

descenso de expresión de un gen. Los datos fueron analizados con LingRegPCR v2017.1 

(Ruijter et al., 2009) para determinar la eficacia de la amplificación y los posibles errores 

(Tabla 4). Todos los primers empleados mostraron una eficiencia en la amplificación 

superior a 1,9.  

En el genotipo Alpo hay un cambio en la expresión significativo de todos los genes 

analizados de la hoja, aunque destaca LEA4-5 con un incremento de 3,3, y SRG1 

disminuyendo 3,5 veces; mientras que en la raíz los genes CLE25 y WRKY33 no presentan 

diferencias significativas respecto el control, pero al igual que en hoja los genes LEA4-5 y 

SRG1 son los que más destacan, LEA4-5 con un incremento de 30,9 y SRG1 reduciéndose 

su expresión 125 veces. Los resultados en Odemensis muestran que en el gen STM no ha 

habido cambios significativos de su expresión en toda la planta, además los genes HSP70 y 

SDH-1 en la hoja, y los genes MT2A, SRG1 y WRKY33 en la raíz, tampoco difieren respecto 

al control. Aunque encontramos que LEA4-5 en la hoja de Odemensis es el que muestra 

mayor cambio de expresión con un incremento de 200,3, mientras que en la raíz el de mayor 

cambio es HSP70 que disminuyó 4,3 veces. Por tanto los genes que más cambian en 

condiciones de sequía en el genotipo “tolerante” (Alpo), aunque con un cambio más severo 
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en raíz, son LEA4-5 y SRG1, curiosamente en la raíz del genotipo “susceptible” 

(Odemensis) el gen SRG1 no presenta cambios significativos en su expresión. 

 

Tabla 4.: Media con la desviación estándar de la eficacia de la aplicación por primer 

Primer Gen Eficacia amplificación 

β-tubulina β-tubulina 1,931 ± 0,036 

RPL2 RPL2 1,954 ± 0,079 

Lc15367 MT2A 1,968 ± 0,077 

Lc10328 SRG1 1,902 ± 0,056 

Lc18699 HSP70 1,907 ± 0,094 

Lc15650 WRKY33 1,908 ± 0,070 

Lc21899 STM 1,933 ± 0,017 

Lc20116 SDH-1 1,917 ± 0,059 

Lc28037 LEA4-5 1,939 ± 0,028 

Lc07617 CLE25 1,940 ± 0,028 
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Figura 9.: Perfil de expresión relativa de los genes de la hoja de Alpo, obtenido por qPCR mediante el método 

de comparación CT (CT), empleando como controles internos la β-tubulina y RPL2. Las barras de error 

muestran el límite de confianza al 95 %. La correspondencia de los nombres de los primers con los genes es: 

CLE25, SRG1, MT2A, WRKY33, HSP70, SDH-1, STM y LEA4-5. (*) Diferencias estadísticamente 

significativas. 

 

 

 

Figura 10.: Perfil de expresión relativa de los genes de la raíz de Alpo, obtenido por qPCR mediante el método 

de comparación CT (CT), empleando como controles internos la β-tubulina y RPL2. Las barras de error 

muestran el límite de confianza al 95 %. La correspondencia de los nombres de los primers con los genes es: 

CLE25, SRG1, MT2A, WRKY33, HSP70, SDH-1, STM y LEA4-5. (*) Diferencias estadísticamente 

significativas. 
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Figura 11.: Perfil de expresión relativa de los genes de la hoja de Odemensis, obtenido por qPCR mediante el 

método de comparación CT (CT), empleando como controles internos la β-tubulina y RPL2. Las barras de 

error muestran el límite de confianza al 95 %. La correspondencia de los nombres de los primers con los genes 

es: CLE25, SRG1, MT2A, WRKY33, HSP70, SDH-1, STM y LEA4-5. (*) Diferencias estadísticamente 

significativas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12.: Perfil de expresión relativa de los genes de la raíz de Odemensis, obtenido por qPCR mediante el 

método de comparación CT (CT), empleando como controles internos la β-tubulina y RPL2. Las barras de 

error muestran el límite de confianza al 95 %. La correspondencia de los nombres de los primers con los genes 

es: CLE25, SRG1, MT2A, WRKY33, HSP70, SDH-1, STM y LEA4-5. (*) Diferencias estadísticamente 

significativas. 
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4. Discusión 

 

 La lenteja es un cultivo moderadamente tolerante a la sequía respecto otras 

leguminosas, a pesar de ello la producción puede verse afectada en mayor o menor medida 

dependiendo de la fase vital en la que aparezca esta situación, y la intensidad y duración del 

déficit hídrico (Muscolo et al., 2014; Gupta et al., 2019). Debido al calentamiento global y a 

que se cultiva en zonas áridas o semiáridas es necesario el desarrollo de variedades más 

tolerantes a la sequía para mantener la producción a pesar de las condiciones adversas (Foti 

et al., 2018). Para ello se requiere el desarrollo de métodos sencillos, rápidos y económicos 

que permitan estudiar una alta cantidad de genotipos en un espacio reducido. En este trabajo 

se han comprobado dos métodos, uno basado en la tasa de germinación en condiciones de 

estrés, empleándose PEG para inducirlo, y otro enfocado a observar los efectos sobre 

plántulas, mediante un cultivo hidropónico en el que se genera el estrés al exponer las raíces 

al aire. Se han elegido estos dos métodos porque actúan sobre momentos críticos para el 

desarrollo de la planta, además ya se han empleado ambos métodos en varios estudios con 

lenteja y muchas otras especies.  

El empleo de PEG es efectivo para inducir un estrés por sequía, siendo muy útil para 

generar esta condición durante la germinación, lo que permite seleccionar genotipos; 

además se trata de una técnica muy sencilla al permitir un fácil control de la intensidad del 

estrés, y requiere poco espacio (Muscolo et al., 2014; Foti et al., 2018). Por otro lado, 

aunque este método debe ser optimizado para conseguir la discriminación fenotípica en 

cada especie, el tiempo requerido en ello es muy corto. Un ejemplo reciente aparece en 

Hellal et al. (2018) donde se determinó que la concentración óptima en cebada es del 10 %. 

La utilidad práctica de la utilización de PEG nos la proporciona el trabajo de Roy et al. 

(2019), los cuales  han empleado este compuesto en lenteja para la selección de diferentes 

genotipos y han conseguido obtener una nueva variedad tolerante.  

El método del medio hidropónico fue empleado por Singh et al. (2013) para 

determinar la tolerancia de 80 genotipos, y más recientemente (Singh et al., 2016) lo 

empleó sobre 278 genotipos para caracterizar mediante marcadores SSR la diversidad 

molecular que existe frente a la sequía. De sus resultados dedujeron por los genotipos 

obtenidos que la tolerancia a la sequía se basaba muchas veces en genes diferentes en las 

especies silvestres, las cuales representaban una importante reserva de genes únicos con 
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potencial utilización en los programas de mejora. Comparando el método del cultivo 

hidropónico con los métodos de campo o en macetas, Singh et al. (2013) obtuvieron 

resultados similares. Las ventajas principales de esta técnica son que es más práctica al ser 

muy sencilla la manipulación y control, y el poco espacio requerido, además al ser una 

técnica no destructiva permite trasladar las plantas al campo para estudios posteriores, y 

estudiar los mecanismos moleculares. Como inconveniente Singh et al. (2013) señalaron 

que para los genotipos muy susceptibles la exposición puede ser demasiado intensa, lo que 

conlleva a la muerte de la planta, aunque con una monitorización adecuada se puede obviar 

este problema. 

Por tanto, en este trabajo se ha empleado el PEG y el medio hidropónico para 

determinar el nivel de tolerancia a la sequía de los genotipos estudiados, aunque solo el 

medio hidropónico para estudiar los cambios de expresión génica. 

Los resultados obtenidos con la prueba con PEG han demostrado la efectividad para 

discriminar los diferentes genotipos de lenteja utilizando una concentración del 15 %, 

aunque en este trabajo los datos fueron recogidos tras una semana, en otros estudios se ha 

observado disminuida la tasa de germinación en las primeras horas, pero luego se va 

recuperando. En el trabajo de Foti et al. (2018) se observa una drástica disminución de la 

germinación en una concentración de PEG al 20 % en el primer día, y a partir del segundo 

día empieza a ser cercana al 100 %; mientras que Muscolo et al. (2014) con una 

concentración del PEG al 15 %, al igual que este trabajo, obtiene en el primer día tasas de 

germinación entre el 15-47 %, que tras 3 días se alcanza entre el 61-93 %. En este trabajo 

además de la tasa de germinación se observaron diferencias morfológicas entre los 

genotipos testados, presentando Alpo un mayor desarrollo radicular que Odemensis. Esto es 

una característica observada por Muscolo et al. (2014) en los genotipos tolerantes. Por 

tanto, esta característica morfológica y la tasa de germinación de Alpo de aproximadamente 

del 43 % permite concluir que es un genotipo con tolerancia a la sequía.  

 En los resultados obtenidos en el medio hidropónico no se han detectado diferencias 

notables en los genotipos empleados. Esto es debido a que la intensidad del estrés fue 

menos severa que en el test PEG, porque estaba enfocado a estudiar las respuestas génicas 

tanto en hoja como en raíz, y en condiciones severas de déficit hídrico el desarrollo de estas 

se ve comprometido. Además la exposición de las raíces al aire puede causar un daño 

irreversible o temporal, dependiendo de la humedad relativa del aire, y de la tolerancia del 

genotipos (Singh et al., 2013; Osmolosvkaya et al., 2018). A pesar de ello, acorde con los 
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resultados obtenidos por Singh et al. (2013) y la escala empleada para determinar el efecto 

sobre la planta de la exposición, ambos genotipos presentan un valor de 1, es decir, plantas 

verdes con ligeros síntomas de estrés y marchitamiento. Considerando que no se encontró 

mortalidad durante el tratamiento ni se vio afectado el crecimiento, se consideran ambos 

genotipos tolerantes. De todos modos podemos señalar que este método debería ser probado 

con más genotipos y diferentes condiciones para determinar el tratamiento óptimo para la 

discriminación de genotipos.  

La sequía causa alteraciones en la expresión de genes involucrados con la 

percepción del estrés, la transducción de señales, la maquinaria de protección celular y las 

rutas metabólicas (Sinha et al., 2018; Wei et al., 2020), sufriendo la planta por tanto una 

reprogramación del transcriptoma (Betti et al., 2012; Huang et al., 2014; Singh et al., 2017; 

Morgil et al., 2019). En lenteja ante el déficit hídrico en toda la planta se produce 

principalmente un incremento en la expresión de los genes encargados de los procesos de 

óxido-reducción, el correcto plegamiento de proteínas, ciclo de los ATC (ciclo de los ácidos 

tricarboxílicos), la cadena de transporte de electrones, senescencia y de la conductancia de 

los estomas; mientras que los genes encargados con la síntesis de GABA (ácido ϒ-

aminobutírico) y síntesis de proteínas de la pared celular muestran una menor expresión 

(Singh et al., 2017; Sinha et al., 2018). Aunque la respuesta de los tejidos difiere según el 

tiempo, observándose primero una respuesta en la raíz, donde cambia la expresión de genes 

relacionados por la señalización por ABA para provocar el cierre de los estomas y reducir la 

transpiración, pero cuando el estrés se prolonga en el tiempo la regulación de la 

transcripción es más importante en hoja (Morgil et al., 2019).  

Los perfiles de expresión génica en los genotipos (Alpo y Odemensis) difieren. La 

diferencia entre los genotipos de la expresión de algunos genes podría servir para explicar 

las diferencias observadas en el test con PEG, y ayudar a entender la importancia de cada 

gen en el mecanismo de respuesta de la planta ante el estrés hídrico, pudiendo emplear ese 

gen como indicador de la tolerancia a la sequía de los genotipos. 

El gen CLE25 (CLAVATA3/EMBRYO-SURROUNDING REGION RELATED 25) 

codifica para un péptido que señaliza la deficiencia de agua desde la raíz a la hoja, debido a 

que al asociarse con los receptores BAM (BARELY ANY MERISTEM) regula el control 

estomático y promueve la expresión del gen NCED3, que codifica para una enzima clave de 

la biosíntesis de ABA; por lo que su expresión aumenta en la raíz en condiciones de sequía 

(Takahashi et al., 2018). En este trabajo el comportamiento es diferente entre los genotipos, 
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mientras que en Alpo encontramos que en la raíz que se ha reducido un cuarto en su 

expresión, aunque de manera no significativa, y un incremento de expresión significativo en 

hoja con un valor de 1,5; en Odemensis se produce un cambio de expresión significativo en 

toda la planta, en la raíz se produce un incremento con un valor de 2,2, y en la hoja se 

reduce a la mitad su expresión. 

El gen SRG1 está relacionado con la senescencia foliar, proceso en el que se 

empiezan a degradar los componentes celulares, a perder la actividad fotosintética y un 

declive general del metabolismo, y con los procesos de óxido-reducción al codificar para un 

miembro de la familia Fe(II)/ascorbato oxidasa, proteína que también tiene funciones de 

dioxigenasa y en la unión a iones metálicos (Ascensio-Ibanez et al., 2008; Khrisnaswamy et 

al., 2008). En el trabajo de Singh et al. (2017) este gen mostró un incremento en la hoja de 

tanto el genotipo tolerante como susceptible, aunque ligeramente mayor en el tolerante. En 

este trabajo se ha observado un comportamiento diferente en este gen. En Alpo se reduce la 

expresión de este gen en toda la planta, aunque el cambio está más acentuado en raíz, 

presentando una reducción en hoja de 3,5 veces y en raíz de 125 veces. Mientras en 

Odemensis sí se presenta un incremento de su expresión en toda la planta, siendo mayor en 

la hoja, con valores en hoja de 2,1 y en raíz de 1,5, aunque en este último caso no alcanza la 

significación estadística. 

El gen MT2A codifica para proteína similar a metalotioneina siendo una molécula de 

bajo peso molecular rica en cisteína y que se une a metales. Tiene un papel clave en la 

homeostasis del Cu durante la senescencia foliar y la movilización del Cu durante el 

correcto desarrollo de la semilla. En condiciones de déficit de agua se induce un aumento de 

su expresión, que entre otras funciones, ayuda con la detoxificación de los metales (Benatti 

et al., 2014; Singh et al., 2017). En el trabajo de Singh et al. (2017) se reportó que solo 

cambiaba su expresión en la hoja del genotipo tolerante, observándose una menor 

expresión. En este trabajo se observó en Alpo se reducía su expresión a la mitad tanto en 

hoja y raíz; en Odemensis la raíz mostraba un comportamiento similar a Alpo, pero de 

manera no significativa, aunque la hoja si presentaba un incremento significativo de su 

expresión con un valor de 1,8. 

El gen WRKY33 pertenece a la familia génica WRKY que codifica factores de 

transcripción exclusivos de las plantas, y están caracterizados por tener una secuencia 

WRKY altamente conservada. Se han asociado con importantes procesos fisiológicos en 

plantas, como el crecimiento y metabolismo, y respuesta a estreses abióticos y bióticos 
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(Gong et al., 2015; Zhou et al., 2015; Liao et al. 2016; Fei et al., 2019). La expresión de 

estos genes es clave en estadios iniciales del estrés por sequía, esto es debido a que permite 

una mayor sensibilidad a ABA, además de estar relacionado con las rutas de señalización 

JA (ácido jasmónico) y MAPK (Zhou et al., 2015; Fei et al., 2019). Singh et al. (2017) han 

descrito que el incremento de expresión de este factor transcripcional es clave en la 

tolerancia a sequía debido a que reprime la expresión de un gen, Ces8A, que promueve la 

sensibilidad a este tipo de estrés. En sus resultados observaron un incremento de su 

expresión en la hoja tanto en el genotipo tolerante como susceptible, aunque en el genotipo 

tolerante el aumento de expresión es dos veces mayor que en el susceptible. En este trabajo 

también se produjo un incremento de expresión en las hojas de ambos genotipos, pero con 

valores similares, siendo en Alpo un incremento de 2,3 y de 2,1 en Odemensis. 

El gen HSP70 codifica para una chaperona que aparece en el retículo 

endoplasmático, en condiciones de estrés hídrico aumenta la cantidad de proteínas con 

errores en el plegamiento, por lo que los genes de las chaperonas suelen incrementar su 

expresión para compensar este problema (Singh et al., 2017; Priya et al., 2019). En el 

trabajo de Singh et al. (2017) en la hoja de ambos genotipos (tolerante y susceptible) 

presentaron un importante incremento de expresión de este gen. En este trabajo Alpo y 

Odemensis presentan un comportamiento similar, mostrando un incremento de expresión en 

hoja, con un valor de 1,4 y de 1,1, respectivamente, aunque en este último caso no alcanzó 

la significación estadística; mientras que en la raíz se reduce su expresión en Alpo 6 veces y 

en Odemensis 4,3 veces. 

El gen SDH1, es la subunidad de flavoproteína de la succinato:ubiquinona 

oxidoreductasa, tiene un papel clave el transporte de electrones y en ATC, al formar parte 

complejo II de la cadena de transporte de electrones aunque se ha visto que su expresión 

aumenta en condiciones de sequía en las plantas tolerantes (Acevedo et al., 2013). En el 

trabajo de Singh et al. (2017) se produjo un comportamiento similar en las hojas del 

genotipo tolerante y susceptible, donde se incrementó la expresión de este gen, aunque de 

ligeramente mayor en el genotipo susceptible. En este trabajo hay diferencias entre los 

genotipos. En Alpo encontramos que su expresión es menor, de manera más acentuada en la 

raíz, al reducirse a la mitad en la hoja y disminuir 11 veces en raíz. En Odemensis parece 

existir un ligero incremento en toda la planta, aunque sin alcanzar la significación 

estadística en hoja. 
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El gen STM participa en la fotorrespiración al catalizar la interconversión de serina  

y glicina, este paso se encuentra en la ruta de interconversión del tetrahidrofolato. También 

participa en el control del daño celular ante factores abióticos al presentar una actividad 

protectora frente a ROS (Moreno et al., 2005; Zhou et al., 2012). Singh et al. (2017) 

reportaron un comportamiento similar entre las hojas del genotipo tolerante y susceptible, 

existiendo un incremento de este gen. En este trabajo el comportamiento el comportamiento 

difiere entre los genotipos. En Alpo se produce un descenso de su expresión, a la mitad en 

hoja y 16 veces en raíz, por lo que es más acentuado este cambio en raíz. Mientras que en 

Odemensis los cambios no fueron signficativos en ningún caso. 

La familia LEA (Late Embryogenesis Abundant) se identificó primeramente en 

semillas, pero se han descritos en otro tejidos y organismos como bacterias, levaduras y 

algunos invertebrados (Dalal et al., 2009). El gen LEA4-5 se ha relacionado con varias 

respuestas a estrés, al estar involucrado en la protección de las estructuras citosólicas, y 

también de protección de la célula al incrementar la estabilidad de la membrana (Saha et al., 

2016). Esto es debido a que posee una región C-terminal con acciones antioxidativas y el 

secuestro de iones metálicos, y la región N-terminal actúa como chaperona (Seok et al., 

2020). Se ha descrito una expresión alta de este gen en los meristemos, y se ha relacionado 

con la protección de las células del meristemo de daños generados por condiciones adversas 

(Battaglia y Covarrubias, 2013). En el trabajo de Singh et al. (2017) se observó que en el 

genotipo susceptible se producía en la hoja un incremento de la expresión de este gen, 

mientras que en el genotipo tolerante este incremento no se produjo. En este trabajo los 

resultados muestran que se produce un incremento de expresión en ambos genotipos, en el 

genotipo Alpo se produce el incremento en toda la planta, aunque en la raíz es 10 veces 

mayor, siendo en hoja un incremento de 3,3 y en raíz de 30,9; mientras que en Odemensis 

se produce solo se produce un incremento en hoja, aunque más drástico que en Alpo, siendo 

de 200,3. Sorprendentemente en la raíz de Odemensis se aprecia una menor expresión, no 

significativa desde el punto de vista estadístico, si bien convendría repetir el análisis debido 

a la dispersión de los datos obtenidos.  

 

6. Conclusión 

 

La sequía es un problema cada vez mayor, por ello, este trabajo tenía como finalidad 

comprobar la eficacia dos métodos rápidos y sencillos para estudiar la respuesta de 
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diferentes genotipos a este estrés. Los resultados obtenidos nos muestran que el primer 

procedimiento, el test con PEG al 15%, es un buen método de realizar cribados entre 

diferentes genotipos de lenteja para determinar la capacidad de germinación en condiciones 

de estrés hídrico. El segundo método, el medio hidropónico, es un método sencillo para 

someter a plántulas durante una fase temprana de su desarrollo al estrés, además al ser un 

método no destructivo por lo que se podría trasladar las plántulas posteriormente a campo 

para estudiar los efectos a largo plazo, pero en nuestro estudio, los resultados no indicaron 

diferencias de tolerancia entre estos genotipos, por lo que se debería mejorar la 

metodología, utilizando diferentes genotipos y diferentes tiempos de exposición al estrés. 

Los resultado de la qPCR han mostrado cambios de expresión diferentes en algunos 

genes a los esperados basándose en la bibliografía, lo cual podría indicar una plasticidad del 

transcriptoma entre diferentes genotipos y tejidos, mostrando la gran complejidad de la 

respuesta ante este proceso. Y aunque la relación entre los resultados en el test con PEG y la 

expresión génica es compleja, como aproximación general se puede señalar que el genotipo 

“tolerante” Alpo presenta respuestas similares en hoja y raíz, mientras que el genotipo 

“sensible” Odemensis muestra respuestas diferentes en muchos casos entre hoja y raíz, 

además de ser menos intensas que en Alpo. Por lo que habría que estudiar el 

comportamiento de estos genes en más genotipos que estén bien caracterizados por su 

respuesta al estrés por sequía para entender la importancia de estos cambios. De los 8 genes 

analizados, y con los datos preliminares de los que disponemos, se proponen como 

candidatos de indicadores de tolerancia a la sequía los genes CLE25, SRG1, STM y SDH-1 

al mostrar diferencias en su expresión entre el genotipo “tolerante”, Alpo, y el 

“susceptible”, Odemensis.  
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