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I RESUMEN
La sequia es el tipo de estrés abidtico que causa las mayores pérdidas en la productividad
agricola alrededor del mundo. Debido al cambio climéatico cada vez es mas frecuente la
incidencia de periodos de sequia y el incremento de tierras aridas. Por otro lado, es necesario
considerar el problema de seguridad alimenticia que enfrentaremos en las proximas décadas
por el incremento poblacional. A pesar del gran avance en el entendimiento de las respuestas
en las plantas a la pérdida de agua y los mecanismos de proteccion o reparacion del dafio
consecuencia del déficit de agua, no se han logrado obtener cultivos tolerantes que puedan
soportar la sequia extrema. Por ésta razon es esencial una mayor comprension de la tolerancia
al déficit de agua en fuentes naturales que exitosamente han desarrollado adaptaciones y
mecanismos para tolerar la desecacién (definida como la habilidad de sobrevivir a la pérdida
casi completa del agua en la célula), como es el caso de las plantas de resurreccion. Algunos
estudios proponen que los mecanismos de tolerancia en este tipo de plantas son adaptaciones
reclutadas de otros procesos no necesariamente involucrados en la tolerancia al déficit de
agua, por lo que suelen estar presentes en las especies intolerantes. Teniendo como base esta
idea, creemos que el potencial para inducir tolerancia en plantas sensibles a la desecacion
puede residir en ellas mismas, teniendo como diferencia principal con las plantas de
resurreccion la regulacion de los genes involucrados en la tolerancia a la desecacion. El
presente trabajo aporta informacion nueva acerca de la tolerancia a la desecacion en varias
especies del género Selaginella, las cuales mostraron diferencias en la pérdida de agua y
respuesta en la rehidratacién, asi como las respuestas trancripcionales producidas bajo estas
condiciones en diferentes genotipos. La comparacion entre especies tolerantes a la
desecacion con morfologias contrastantes nos permitio distinguir entre los mecanismos
esenciales para tolerar el estrés hidrico. Estos incluyeron principalmente la induccion de
sistemas antioxidantes, cambios en el metabolismo secundario y de aminoacidos,
sefializacion, induccion de proteinas de transporte y modificaciones en el metabolismo de
azlcares. Estos procesos no son necesariamente dependientes de la morfologia del
organismo, y en la mayoria de los casos no estuvieron presentes o tuvieron baja expresion en
las especies intolerantes. Este trabajo sugiere las respuestas mas significativas a la pérdida
de agua mas significativas en las que debemos enfocarnos en el disefio de cultivos con la

finalidad de incrementar la tolerancia al estrés por déficit de agua.



ABSTRACT

Drought is the type of abiotic stress causing the highest losses in agricultural productivity
worldwide. Due to climate change the incidence of dry periods is more frequent, as well as
the increment of dry areas. On the other hand, it is necessary to consider the problem of food
supply that will be faced in the next decades because of population growth. Despite advances
in the understanding of the plant responses to water loss and the protection mechanisms or
damage repair as a consequence of water deficit, there are still no tolerant crops that can deal
with extreme drought. For that reason, obtain a higher comprehension of the water deficit
tolerance in natural resources is essential to successfully develop adaptations and
mechanisms to tolerate desiccation (defined as the ability to survive the loss of almost the
totality of water in the cell), as is the case of the so called resurrection plants. Some studies
propose that the tolerance mechanisms in these kinds of plants are adaptations recruited from
other process not necessarily involved in water deficit tolerance, so that they are usually also
present in intolerant species. On the basis of this idea, we believe that the potential to induce
tolerance to desiccation in sensitive plants could be inherent with the main difference with
resurrection plants being the regulation of the genes involved in desiccation tolerance. The
present study contributes with novel information about the desiccation tolerance in several
species of the Selaginella genus, which showed differences in water loss rates and in their
response to rehydration, as well as the transcriptional responses produced under these
conditions in the different genotypes. The comparison between desiccation tolerant species
with contrasting morphologies allowed us to distinguish the essential mechanisms to tolerate
water stress. These mostly included the induction of antioxidant systems, changes in
secondary metabolism, amino acid metabolism and signaling, induction of transport proteins,
and modified carbohydrate metabolism. These processes not necessarily dependent on the
organisms morphology, that in most cases they were not present or had low expression in
intolerant species. This study suggest the most significant responses to water loss that should

be the focus for future crop design strategies, in order to enhance tolerance to water stress.



1. INTRODUCCION
La seguridad alimenticia para las proximas décadas esta en riesgo debido al cambio climético
y el crecimiento poblacional. Algunos estudios estiman que la produccion global de
alimentos debera incrementarse en un 70% para cubrir la demanda de una poblacion de
alrededor de 9 billones en 2050 (McKersie, 2015).

La principal fuente de alimento para la poblacion global es la agricultura, siendo los cereales
el componente de mayor consumo en la dieta actual (173 kg/persona/afio) segun datos de la
FAO (http://www.fao.org/docrep/006/Y4683E/y4683e06.htm#TopOfPage, Gltimo acceso 21

de junio 2016). Las plantas estan expuestas a diferentes estimulos ambientales y condiciones

que pueden afectar su desarrollo como son la sequia, altas o bajas temperaturas, carencia de
nutrientes, interacciones con patdgenos, entre muchas otras (Suzuki et al., 2014). Entre los
diferentes tipos de estrés abiotico, la sequia esta considerada como el estrés que mas afecta
la agricultura, ya que puede producir perdidas en el rendimiento de hasta el 50% en los
principales cultivos (Hu y Xiong, 2014). Es dificil estimar las pérdidas debido a la sequia
alrededor del mundo, pero se sabe que se trata de varios millones de toneladas con un valor

econdmico considerable (Lawlor, 2013).

Nuestro pais se encuentra entre las regiones que han sufrido periodos de sequia en las tltimas
décadas. Observaciones del Monitor de Sequia de México

(http://smn.cna.gob.mx/es/climatologia/monitor-de-sequia/monitor-de-sequia-en-mexico,

ultimo acceso 22 de junio 2016) de la Comision Nacional del Agua (CONAGUA), sefalan
que en la dltima década ha habido varios afios (2006 — 2009, 2011 y 2013) en los que mas de
la mitad del territorio nacional ha sido afectado por algin tipo de sequia que va desde
anormalmente seco hasta sequia excepcional. En base a modelos con datos recopilados por
el “World Climate Research Programme” (WCRP), de acuerdo a sus proyecciones este
fendmeno se presentard con mayor frecuencia e intensidad en los préximos afios en regiones

como Centro América y México (Orlowsky y Seneviratne, 2013).

Otras fuentes como el Centro para el Desarrollo Global

(http://www.cgdev.org/page/mapping-impacts-climate-change, Gltimo acceso 6 de julio



http://www.fao.org/docrep/006/Y4683E/y4683e06.htm#TopOfPage
http://smn.cna.gob.mx/es/climatologia/monitor-de-sequia/monitor-de-sequia-en-mexico
http://www.cgdev.org/page/mapping-impacts-climate-change

2016) situan a nuestro pais en el lugar 28 de un ranking elaborado con informacion de mas
de 230 paises, al considerar que se encuentra en una situacion critica ante el cambio climético

y su efecto en el riesgo de pérdida de la productividad agricola.

Ante esta problematica, resulta necesaria la generacion de cultivos que tengan un incremento
(o por lo menos estabilidad) en el rendimiento bajo condiciones de deficiencia de agua o
inclusive con una menor cantidad de insumos. Lo anterior mediante herramientas como la
seleccion asistida por marcadores moleculares (MAS), mutagénesis o ingenieria genética
(McKersie, 2015).

Existen muchos trabajos donde se muestran varios intentos por generar cultivos que toleren
la sequia (Hu y Xiong, 2014; Ashraf, 2010; Mir et al., 2012; Lopez-Arredondo et al., 2015)
pero pocos han sido probados en campo y no siempre han tenido los resultados esperados, ya
que a la fecha solo se comercializan dos productos como tolerantes a la sequia: un hibrido de
maiz denominado “DroughtGard” de la compafiia Monsanto, cuyo cultivo ya esta aprobado
para Canadd, Japon y EUA, y una cafia de azlcar desarrollada por la compafila PT

Perkebunan Nusantara XI, para su cultivo en Indonesia (http://www.isaaa.org/default.asp,

ultimo acceso 22 de junio 2016). Cabe mencionar que, en ambos casos, la tolerancia es

conferida gracias a la introduccion de un solo gen.

A pesar de que se tiene un gran avance en el entendimiento de la respuesta a la pérdida de
agua, y se conocen varios mecanismos y metabolitos involucrados en la tolerancia a este tipo
de estrés, es necesario realizar mas estudios para poder desarrollar cultivos realmente

tolerantes a la sequia.

La mayoria de las plantas complejas son susceptibles a la sequia (incluyendo los principales
cultivos de interés agrondmico) y si sus contenidos de agua caen mas alla del 30-60% mueren
(Dinakar y Bartels, 2013). Sin embargo, existe un pequefio grupo de plantas conocidas como
plantas de resurreccion, que pueden tolerar la pérdida casi completa de su agua celular
alcanzando contenidos relativos de agua del 5 al 10%, o inclusive menores (Proctor y Pence,

2002; Bartels y Hussain, 2011). Ademas, pueden permanecer secas durante periodos de


http://www.isaaa.org/default.asp

tiempos prolongados, que pueden llegar a ser de varios afios (Walters et al., 2005), y retomar

su ciclo de vida normal una vez que se rehidratan.

Por dicha razon, este tipo de plantas representa una innovadora fuente génica para la creacion
de cultivos tolerantes a la sequia. Ademas, su estudio permitira una mejor comprension de la
respuesta a este estimulo y de todos aquellos procesos involucrados en la supervivencia ante
la pérdida de agua. Algunos estudios han mostrado que la respuesta a la pérdida de agua es
muy similar entre especies tolerantes e intolerantes a la desecacion (Rodriguez et al., 2010;
llling et al., 2005; Bartels y Hussain, 2011). En base a esto, nosotros proponemos que la
tolerancia puede estar conferida por cuestiones cinéticas que incluyen la temporalidad
(tiempos en los que se activa una respuesta a nivel de expresion génica ante el estrés) o un
nivel cuantitativo (mayores o menores niveles de expresion) de genes clave involucrados en

la tolerancia.

En el presente trabajo se realiz6 un estudio comparativo entre especies filogenéticamente
cercanas que nos permitié discernir entre los procesos involucrados en la tolerancia a la
desecacion. Mediante este trabajo se generaron las bases para el disefio de cultivos tolerantes
a la sequia centrdndose en las respuestas esenciales a la desecacién como una posible

alternativa ante la problematica derivada del cambio climatico y el crecimiento poblacional.



IIl.  ANTECEDENTES

3.1 Sequiay tipos de tolerancia

La sequia comunmente es definida en términos meteoroldgicos, como la deficiencia en el
suministro de agua (especificamente precipitacion) comparada con los niveles normales en
un periodo de tiempo (Lawlor, 2013). Sin embargo, también puede ser definida haciendo
énfasis en la actividad humana o aspectos sociales (sequia agricola, hidrologica o
socioecondémica). Para los fines de este trabajo, se aplicara el término desde un punto de vista
agronémico; es decir, como la deficiencia de agua que perjudica el crecimiento y
productividad de las plantas comparada con el suministro requerido para alcanzar un

crecimiento 6ptimo o maximo (Wilhite y Buchanan-Smith, 2005; Lawlor, 2013).

Los mecanismos de resistencia a la sequia suelen ser divididos en cuatro tipos (Lawlor, 2013;
Fang y Xiong, 2015):

e Escape de la sequia: Caracterizada por el tiempo y ciclo de vida de la planta que
coincide con los periodos de disponibilidad del suministro de agua.

e Evasion de la sequia: Las plantas pueden crecer en periodos de sequia manteniendo
potenciales de agua altos mediante mecanismos para restringir la pérdida de agua
(cierre de estomas y reduccion del érea foliar), incrementando el suministro de agua
(sistema radicular méas denso y profundo), almacenamiento de agua en 6rganos, entre
otros. Se podria considerar que en este tipo de estrategia, las plantas hacen un uso
eficiente del agua.

e Supervivencia / recuperacion de la sequia: Las células, tejidos y 6rganos entran en un
estado quiescente después de haber sido expuestos a sequia, siendo capaces de
mantener funciones celulares claves.

e Tolerancia a la sequia: Caracterizada principalmente por actuar a nivel metabolico,
ya que pueden mantener hasta cierto nivel las actividades fisioldgicas ain en
condiciones de sequia severa, involucrando la regulacién de cientos de genes y de
rutas metabolicas para reducir o reparar el dafio producido por este tipo de estrés.
Algunos ejemplos son la activacion de sistemas antioxidantes y sintesis de

osmoreguladores, entre otros.



Este es un sistema de clasificacion sugerido para caracterizar el tipo de estrategia que
presentan algunas plantas ante el déficit de agua. Sin embargo, no son excluyentes uno de
otro ya que las plantas pueden emplear una combinacion de estrategias o éstas pueden ser

implementadas dependiendo de la severidad o progresion de la sequia.

Como parte de la tolerancia a la sequia, uno de sus mecanismos es la tolerancia a la
desecacion (TD), la cual no debe de ser confundida con la sequia, ya que muchos organismos
toleran la sequia pero no la desecacion. La primera se refiere a la baja disponibilidad de agua
en el ambiente, mientras que la desecacion involucra un bajo contenido de agua en las células
(Alpert, 2005). Podemos definir la TD como la habilidad de un organismo para secarse en
equilibrio con el aire, sobreviviendo a la pérdida casi completa de su agua celular, para
posteriormente recuperarse y retomar su metabolismo normal al rehidratarse (Farrant et al.,
2007; Proctor y Pence, 2002).

La TD puede considerarse como el secado completo, o hasta la detencién de todo proceso
metabolico (por lo menos hasta que no se detecta actividad metabdlica). Una definicion
cuantitativa de la desecacion completa es el secado hasta valores menores a 0.1 g de H20 por
gramo de peso seco (10% de contenido de agua). EI umbral de un contenido de agua del 10%
tiene cierta relevancia bioldgica pues corresponde al punto en el que no hay suficiente agua
para formar una monocapa alrededor de las macromoléculas, deteniendo con ello las

reacciones enzimaticas y por tanto el metabolismo (Alpert, 2005).

3.2 Incidencia de la tolerancia a la desecacion (TD)

La TD en células vegetativas es una caracteristica comun en los clados menos complejos
como son algas terrestres, liquenes y briofitas (p. ej. musgos, antoceros y hepaticas). En la
mayoria de las plantas vasculares es normal encontrar esta caracteristica en estructuras
reproductivas como semillas, polen y esporas, pero es inusual en tejidos vegetativos de
pteridofitas y angiospermas, y esta ausente en gimnospermas (Proctor y Pence, 2002; Illing
et al., 2005; Oliver et al., 2000; Alpert, 2005).



Tan solo en semillas de angiospermas modernas de las cuales se tiene informacion, mas del
90% pueden tolerar la desecacion (semillas denominadas ortodoxas), contrastando con
alrededor de 330 especies de plantas vasculares documentadas como plantas de resurreccion
al presentar TD vegetativa, representando menos del 0.15% del total de plantas vasculares
(Costa et al., 2016; Proctor y Pence, 2002).

La TD en tejidos vegetativos de las plantas vasculares esta presente en grupos de plantas
distintos, lo que representa eventos evolutivos independientes (Figura 3.1). La TD fue un
paso crucial y necesario para la colonizacion de los nichos terrestres por las plantas
primitivas. Sin embargo, conforme las plantas fueron evolucionando esta caracteristica se
perdio en las plantas vasculares (traquedfitas) al favorecer la internalizacion de las relaciones
de agua y su transporte. Ademas de que el tipo de tolerancia que presentan los clados
ancestrales conlleva un costo metabdlico el cual fue sustituido por tasas de crecimiento mas
aceleradas (Oliver et al., 2000).
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FIGURA 3.1 Filogenia de los principales grupos de plantas terrestres y su capacidad
para tolerar la desecacion. En la parte inferior derecha de la figura se indican las
familias de Angiospermas con miembros reportados como TD. Modificada de Oliver

(2007).



3.3 Plantas de resurreccion

Las plantas vasculares que presentan TD en tejidos vegetativos son conocidas como plantas
de resurreccion. Este grupo es denominado como “Plantas de resurreccion” por el aspecto
del tejido cuando se encuentran secas aparentando estar muertas, el cual se revitaliza o
resucita cuando las plantas son hidratadas (Figura 3.2). Algunas de las mas estudiadas se

muestran en la Tabla 3.1.

TABLA 3.1 Plantas de resurreccion mas estudiadas.

Nombre Clase Originaria Estrategia de TD*
Craterostigma plantagineum Dicotiledénea Africa del Sur H
Craterostigma wilmsii Dicotiledénea Sudafrica H
Lindernia brevidens Dicotileddénea Este de Africa H
Myrothamnus flabellifolia Dicotileddnea Africa del Sur H
Boea hygrometrica Dicotileddnea China H
Ramonda serbica Dicotiledénea Serbia H
Haberlea rhodopensis Dicotiledénea Bulgaria y Serbia H
Xerophyta viscosa Monocotiledénea  Africa del Sur P
Xerophyta humilis Monocotiledénea Africa del Sur P
Sporobolus stapfianus Monocotiledénea  Africa del Sur -
Eragrostis nindensis Monocotiledénea Africa del Sur P
Selaginella bryopteris Licofita India H
Selaginella tamariscina Licofita China H
Selaginella lepidophylla Licofita Norte y Sudamérica H

*La estrategia de TD es en base a su retencion del aparto fotosintético y clorofila,
Homoioclorofilas (H), o el desmantelamiento de este, Poiquiloclorofilas (P).
Extraida de Dinakar et al. (2012)

La Figura 3.2 muestra una caracteristica comdn a varias plantas de resurreccion como son
los cambios morfoldgicos en respuesta a la pérdida de agua, especificamente el enrollamiento
0 plegamiento de las hojas, una adaptacion que limita el dafio oxidativo por la radiacién
ultravioleta (Bartels y Hussain, 2011). Las adaptaciones morfoldgicas también tienen la
funcién de disminuir el dafio térmico como sugieren estudios en la planta S. lepidophylla en
la que se muestra que el enrrollamiento de sus tallos en espiral ocurre de una manera ordenada
debido a un gradiente de agua que se genera a lo largo del tallo, ademas de tener una
diferencia en la capacidad de retencion de agua en las estructuras internas (tejido joven)

comparado con las externas (Rafsanjani et al., 2015).



FIGURA 3.2 Plantas de resurreccion en estado desecado e hidratado. Fotografias de
Boea hygrometrica y Craterostigma wilmsii en su habitat natural en periodo de
sequia (A 'y C, respectivamente) y en estado hidratado (B y D, respectivamente).
Craterostigma plantagineum y Myrothamnus flabelifolia en un contenido relativo de
agua del 5% aproximadamente (E y G, respectivamente) y 24 h después de la
rehidratacion (F) y su estado hidratado (H). Las imagenes A y B fueron tomadas de
Mitra et al. (2013); C, D, G y H de Farrant et al. (2007); E y F de Rodriguez et al.
(2010).
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Las plantas tolerantes a la desecacion suelen ser clasificadas en base a mecanismos
constitutivos o inducibles, o si poseen la capacidad de retener 0 no su aparato fotosintético y
clorofila (Figura 3.3). Si presentan una tolerancia constitutiva que les permite sobrevivir sin
importar la velocidad de la pérdida del agua se denominan como “completamente tolerantes
a la desecacion”. Aquellas que poseen una serie de mecanismos inducibles activados cuando
la pérdida del agua es mas lenta o gradual se les denomina como plantas con “tolerancia a la
desecacion modificada”. Esta dltima incluye a las plantas vasculares. Como se mencion6
anteriormente, este tipo de plantas también suelen ser divididas segun su capacidad de
mantener su aparato fotosintético. Las especies homoiclorofilas retienen su aparato
fotosintético y clorofila, teniendo la capacidad de retomar la fotosintesis al poco tiempo
después de ser rehidratadas, siendo caracteristicas de ambientes en los que periodos himedos
y secos suelen cambiar rapidamente. A diferencia de las del tipo poiquiloclorofilas, que
desmantelan la estructura del cloroplasto, las cuales son propias de habitats con periodos de

humedad mas prolongados (Toldi et al., 2009).

| En todos los tipos de plantas TD J \ En plantas monocotiledéneas TD J

— [

g . . Y
*Plantas TD mayores, referidas también **Referidas también como plantas
como plantas de resurreccion o homoiohidricas
\_ poiquiloclorofilas J L J

FIGURA 3.3 Clasificacion de la TD vegetativa de acuerdo a sus estrategias
adaptativas. Modificada de Toldi et al. (2009).
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FIGURA 3.4 Cambios en el nivel de hidratacion en semillas y plantas de resurreccion
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LEA, “Late Embryogenesis Abundant”; sHSP, “small Heat Shock Proteins”.
Modificada de Farrant y Moore (2007).
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3.4 Mecanismos y procesos involucrados en la TD

La pérdida de agua produce diferentes tipos de estrés conforme el tejido se va secando o
alcanza contenidos de agua mas bajos, lo que ha sido objeto de varios estudios utilizando
semillas y plantas de resurreccién, ya que ambas experimentan procesos similares (Figura
3.4).

La Figura 3.4 también muestra algunas de las respuestas ante la pérdida de agua. Algunos
estudios se han enfocado en los mecanismos y estrategias que presentan en comun las plantas
de resurreccion para la proteccion y mantenimiento de la integridad celular (Dinakar et al.,
2012; Bartels y Hussain, 2011). Algunos de éstos se comentan a continuacion:
e Cambios morfologicos
Esta adaptacion es esencial para sobrevivir la desecaciébn como se menciona
anteriormente, se piensa que limita el dafio por estrés oxidativo causado por la
radiacion UV.
e Modificaciones en la pared celular
La pérdida de agua tiene el efecto de reducir el volumen de los tejidos al contraer las
celulas generando un estrés mecanico severo. Debido a que la pared celular presenta
muy baja elasticidad se produce una tension entre la membrana plasmatica y la pared
celular. Si la membrana llega a separarse puede ser letal al producirse un dafio
irreversible. Para lograr una estabilizacibn mecanica durante la desecacion las
paredes celulares de las plantas de resurreccidn tienen la propiedad de plegarse. Esta
capacidad ha sido asociada con un incremento significativo de xiloglucanos y
pectinas no esterificadas y una reduccion de glucosa en la fraccion de hemicelulosa.
También se presenta un incremento en la flexibilidad, debido a la reestructuracion de
la pared celular por actividad de las expansinas, que actian rompiendo los puentes de
hidrogeno entre los polimeros de celulosa y hemicelulosa.
e Fluidez de la membrana
La fluidez de la membrana es importante al contribuir a la flexibilidad de la célula.
Se sabe que a un mayor grado de poliinsaturacion en los fosfolipidos de membrana
resulta en una mayor fluidez. En plantas vasculares TD, en general se ha observado

una tendencia a un decremento en lipidos totales asi como el nivel de insaturacion de
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fosfolipidos individuales. Sin embargo, también se ha reportado la tendencia contraria
por lo que resulta necesario hacer mas estudios.

Acumulacion de proteinas de proteccion

Una de los principales mecanismos en la TD en plantas de resurreccion esta dado por
el rol de proteccidn de las proteinas LEA (“Late Embryogenesis Abundant”). Algunas
de las funciones que se han predicho para este grupo de proteinas son proteccion del
DNA, estabilizacion de los filamentos del citoesqueleto, ademés de actuar como
chaperonas moleculares para proteger la conformacion de las proteinas y su actividad.
También se ha visto que estas proteinas actlan en conjunto con azlcares como
trehalosa para prevenir agregacion de proteinas. La sintesis de otro tipo de proteinas,
las HSP (“Heat Shock Proteins™), coincide también con la adquisicion de la TD y son
inducidas por los mismos tipos de estrés que las proteinas LEA. Este tipo de proteinas
pueden compensar la pérdida de puentes de hidrégeno con las moléculas de agua.
Acumulacion de carbohidratos

Tal como menciona Dinakar et al. (2012): “la habilidad de la planta para sobrevivir
la desecacion se correlaciona con la acumulacion de carbohidratos”. Entre las
funciones de los azUcares (sacarosa, trehalosa, rafinosa, glucosa, entre otros) durante
la deshidratacion, se incluye su papel en el ajuste osmético. La vitrificacion del
citoplasma (resultado de la interaccion de azucares con otras moléculas) ralentiza las
reacciones quimicas limitando la produccion de radicales libres. También protege los
organelos contra el dafio y previene los cambios conformacionales de proteinas y la
fusion de membranas. Especies del género Craterostigma poseen un novedoso
mecanismo de acumulacion de sacarosa, al acumular un azlcar de ocho carbonos (2-
octulosa) en estado hidratado hasta que comienza la deshidratacion, periodo en el que
se convierte en sacarosa.

Induccion de sistemas antioxidantes

En condiciones de deficiencia de agua la planta cierra los estomas, limitando el
suministro de CO; e inhibiendo la fijacion de carbono. Dado que la clorofila continua
transfiriendo electrones, la falta de CO> para alimentar el Ciclo de Calvin, genera

singletes de oxigeno y otras especies reactivas de oxigeno (ROS). Algunos de los
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mecanismos para eliminar ROS son la acumulacién de antioxidantes (ascorbato,
glutation, a-tocoferol, etc.) o enzimas antioxidantes (p. ej. peroxiredoxinas).
Fotosintesis

Las plantas de resurreccion angiospermas detienen la fotosintesis durante la
desecacion. En este sentido las especies poiquiloclorofilas tiene la ventaja de que al
degradar la clorofila evitan la acumulacién de especies reactivas de oxigeno. A su
vez, las especies homoioclorofilas necesitan implementar mecanismos de proteccion.
Algunos de los mecanismos de proteccion conocidos son la induccién de proteinas
del tipo ELIPs (“Early Light-Inducible Proteins”), las cuales tienen la funcién de
proteger contra el dafio fotooxidativo. En C. plantagineum se identific6 una familia
de genes nucleares (CpPTP) con la habilidad de interactuar con DNA de plastidos y
de participar en la represion de genes codificados en cloroplasto o en la proteccion
del DNA durante la deshidratacion.

Regulacion por acido abscisico

En la mayoria de las plantas de resurreccion estudiadas a la fecha se ha involucrado
al acido abscisico (ABA) en la adquisicion de la TD al estimular la sintesis de
proteinas relacionadas a la tolerancia como algunas del tipo LEA. Supuestamente el
ABA en las plantas de resurreccion desempefia una funcion similar a la observada en
la respuesta a la deshidratacion en especies intolerantes como Arabidopsis.

Factores de transcripcion y sefializacion

Algunos factores de transcripcién que han sido identificados en plantas de
resurreccion son del tipo MYB, HD-Zip y bZip. Uno de ellos, el gen cpom10 (factor
de transcripcién de la familia MYB), al ser introducido en Arabidopsis incremento su
tolerancia a estrés por sequia y al estrés salino. También han sido identificados
factores de transcripcion que regulan la respuesta al estrés por déficit hidrico en
plantas intolerantes como son algunos de la familia AP2/EREBP (al cual pertenece
DREB/CBF). Recientemente se publico el transcriptoma de desecacion vy
rehidratacion de M. flabellifolia haciendo énfasis en todos los factores de

transcripcion y quinasas que participan en el proceso de tolerancia (Ma et al., 2015).
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Acuaporinas

Estas proteinas de membrana forman canales que permiten el transporte de agua.
Estan involucrados en las relaciones hidricas y por tanto en la TD. En plantas de
resurreccion se han identificado genes que codifican para TIP (“Tonoplast Intrinsic
Protein”) y PIP (“Plasma Membrane Intrisic Protein”) diferencialmente expresados
en respuesta a la deshidratacion. En hojas secas de E. nindensis se identificé TIP 3;1,
semejante a proteinas que eran consideradas exclusivas de semillas ortodoxas
(semillas que pueden tolerar la desecacion); estas proteinas participan en la
permeabilidad de agua en el tonoplasto durante la rehidratacion y ademéas ayudan en
la movilizacion de azucares, proteinas y otros solutos acumulados dentro de las
vacuolas.

Sintesis de solutos compatibles

Se ha propuesto que la acumulacién de solutos compatibles protege a las células a
través de la estabilizacion de los constituyentes citoplasmaticos y el secuestro de
iones. Esto debido a la exclusion preferencial en la superficie de proteinas y
membranas. Ademas de que su acumulacion resulta en un incremento de la
osmolaridad, produciendo un flujo de agua hacia la célula o al menos una reduccion
en su salida. Algunos de los solutos compatibles que acumulan las plantas en la
deshidratacién son: prolina, manitol, glicina betaina, inositol, glucosa-glicerol, entre

otros.

Cabe mencionar que los mecanismos anteriores son sélo algunas de las respuestas ante la
pérdida de agua, aunque no son las Unicas y dependiendo de la especie puede favorecerse un

proceso o ruta metabdlica.

3.5 Andlisis con herramientas del tipo “omicas”

Por la naturaleza de las plantas de resurreccion no ha sido posible desarrollar un sistema que
permita la generacién de mutantes para la realizacién de analisis funcionales. Se tienen
reportes de trabajos en los que exitosamente han logrado transformar las plantas pero
generalmente estos procedimientos presentan varias dificultades (Toldi et al., 2009). Aunado

a lo anterior, la mayoria de las plantas de resurreccion son poliploides con genomas
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relativamente grandes por lo que pocas han sido secuenciadas (Dinakar y Bartels, 2013). El
estudio de las plantas de resurreccion nos permitira dilucidar los mecanismos necesarios para
la TD asi como una alternativa para la generacion de cultivos con una mayor tolerancia al
estrés por déficit de agua, y para lograrlo se han realizado varios estudios con un enfoque

“6mico”.

Los estudios antes mencionados incluyen analisis transcriptomicos, proteémicos y
metaboldmicos. Al ser considerados en conjunto se ha visto que las plantas de resurreccion
presentan algunas respuestas en comun como muestra la Figura 3.5. A la fecha se han
realizado estudios a nivel de transcriptoma de las especies C. plantagineum (Rodriguez et
al., 2010), H. rhodopensis (Gechev et al., 2013), M. flabellifolia (Ma et al., 2015) y B.
hygrometrica (Zhu et al., 2015). En estos estudios, se han encontrado cambios en la expresion
génica como respuesta a la pérdida de agua de procesos ya caracterizados como necesarios
para la TD. De modo que comparando las respuestas entre C. plantaginuem y H. rhodopesis
se podrian resaltar algunas, como la induccion de enzimas involucradas en la sintesis de
sacarosa Yy rafinosa, de genes de expansinas para modificar la plasticidad de la pared celular,
asi como la expresion tanto constitutiva como inducible de proteinas del tipo LEA y de
enzimas antioxidantes como superdxido dismutasas y catalasas, entre otros (Dinakar y
Bartels, 2013).

Cabe resaltar que una gran proporcion de los genes que responden a la desecacién en las
plantas de resurreccion estan presentes en las plantas intolerantes, y estudios como el de
Rodriguez et al. (2010) mencionan que la respuesta a la deshidratacion en este tipo de plantas

es, en general, muy similar a la observada en las plantas intolerantes.
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Respuestas integradas de estudios transcriptomicos, protedmicos y
metabolomicos de diferentes estados fisiologicos en plantas de resurreccion

Estado Hidratado Estado de aesecacién Estado rehidratado

1. Fotosintesis normal 1. Decremento en fotosintesis 1. Reactivacion de fotosintesis

2. Pared celulary 2. Acumulacion de sacarosa 2. Incremento de antioxidantes
membrana integra 3. Incremento de 3. Metabolismo de carbohidratos

3. Metabolismo antioxidantes 4. Recuperacion de respuestas
balanceado 4. Flexibilidad en pared relacionadas

celular y membrana
5. Metabolitos, genes y
proteinas desconocidas

FIGURA 3.5 Respuestas de plantas de resurreccion durante la desecacion /
rehidratacion que han sido identificadas mediante enfoques “émicos”. Extraida
de Dinakar y Bartels (2013).

3.6 Plantas de resurreccion del género Selaginella

El primer reporte de una planta de resurreccion fue hecho en el afio 1837, cuando se describio
la capacidad de S. lepidophylla de tolerar la pérdida de agua (Proctor y Pence, 2002). Esta
especie es nativa del desierto de Chihuahua (Rafsanjani et al., 2015), aunque se puede
encontrar en muchos estados de la Republica Mexicana y en algunas zonas de los Estados
Unidos. S. lepidophylla también conocida como “Flor de Piedra”, “Siempreviva” o “Rosa de
Jeric6” (Pampurova y Van Dijck, 2014), forma parte de uno de los géneros de plantas
vasculares méas grandes, ya que el nimero estimado de miembros es de alrededor de 700

especies, las cuales estan presentes en casi todo tipo de ambientes (Banks, 2009).

El principal interés cientifico en este genero se ha centrado en el entendimiento de la
evolucion temprana de las plantas vasculares por su posicion en la filogenia de las plantas
terrestres (Figura 3.6). Es de interés sefialar que S. moellendorffii fue la primera planta

vascular no formadora de semilla cuyo genoma fue secuenciado (Banks et al. 2011).

Como se menciond anteriormente, S. lepidophylla es una de las plantas de resurreccion mas

estudiadas aunque existen al menos otras 12 especies de Selaginella reportadas como TD
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(Proctor y Pence, 2002). EIl trabajo mas relevante en cuanto a expresion genica como
respuesta a la deshidratacion que se tiene hasta la fecha es el de Iturriaga et al. (2006), quienes
utilizaron EST (“Expressed Sequence Tags”). En este estudio compararon con una base de
datos de S. moellendorffii (especie intolerante) identificando EST para transporte, estructura
celular, chaperonas y proteinas LEA como asociados a la TD en S. lepidophylla (Dinakar y
Bartels, 2013). Aungue es importante mencionar que las librerias de EST comparadas son de
condiciones totalmente distintas, ya que en el caso de S. lepidophylla fueron construidas a
las 2.5 h de iniciado un tratamiento de deshidratacion mientras que para las librerias de S.
moellendorffii se utiliz6 una mezcla de tejidos de plantas en condiciones de crecimiento

Optimas. En la Figura 3.7 se muestra la categorizacion funcional de los EST.

Flores, frutos, polen, pérdida de flagelos O Angiospermas

Semillas; dependiente de gametofito
Espermatofitas

Hojas, raices )
0O Gimnospermas
O Helechos i IR
Tejido vascular . Moniliformes
—O—
O (Selaginella
Microfilas, raices | ‘ o Isoetales Lycopodiopsida
—0 O  Licopodiales
Plantas terrestres o Musgos
O Hepaticas
O Antoceros

FIGURA 3.6 Relaciones filogenéticas de plantas terrestres y caracteristicas asociadas
con su evolucion. Modificada de Banks (2009).
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FIGURA 3.7 Categorizacion funcional de los EST de S. lepidophylla. Las librerias de
EST fueron generadas a partir de plantas que sufrieron un tratamiento de
deshidratacion de 2.5 h. Extraida de Iturriaga et al. (2006).
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IV. JUSTIFICACION
En la naturaleza existen organismos que no solo toleran la sequia, sino que pueden
deshidratarse hasta extremos que son letales para la mayoria de los organismos. Un grupo de
ellos esta constituido por las plantas conocidas como de resurreccion, que reciben su nombre
por su capacidad de regresar a la vida después de aparentar estar muertas. El estudio de este
tipo de organismos permitira el desarrollo de nuevos sistemas que puedan contribuir a la

generacion de cultivos tolerantes a la sequia.

Todas las plantas complejas poseen un tejido o en algun punto de su ciclo de vida tienen la
capacidad de tolerar la sequia extrema. Ademas de que varios estudios han mostrado que los
mecanismos empleados por las plantas de resurreccion para sobrevivir a la pérdida de agua
son mecanismos con los que también cuentan las plantas sensibles al estrés hidrico. Por lo

que el potencial para desarrollar tolerancia puede residir en la misma planta.

Nosotros creemos que las plantas sensibles a la sequia tienen la maquinaria (es decir, los
genes) necesaria para conferir la tolerancia. Sin embargo, la regulacion de dicha maquinaria

no es tan fina como en las plantas de resurreccion.

Los resultados de este trabajo aportaran informacion acerca de las diferencias entre plantas
tolerantes e intolerantes de especies filogenéticamente cercanas para identificar los procesos,
mecanismos o miembros especificos de familias de genes que son importantes para la

adquisicion de la tolerancia a la desecacion.
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V.

OBJETIVOS
Objetivo general:
Hacer un estudio comparativo del transcriptoma de especies filogenéticamente
relacionadas que sean tolerantes o intolerantes a la desecacion para determinar si la
cinética o niveles de expresion de los genes de la respuesta a la pérdida de agua son

diferenciales.

Objetivos particulares:

1. ldentificar un grupo de plantas o especies filogenéticamente cercanas que
difieran en la tolerancia a la desecacion

2. Establecer puntos criticos de la pérdida de agua para el analisis de tolerancia a la
desecacion.

3. Determinar el repertorio de transcritos de las especies tolerantes e intolerantes en
diferentes estadios del proceso de desecacion y rehidratacion.

4. Determinar genes diferencialmente expresados entre especies tolerantes e
intolerantes a la desecacion en diferentes etapas, durante la deshidratacion y la
rehidratacion.

5. ldentificar procesos potencialmente involucrados con la tolerancia a la

desecacion entre plantas que difieran en esta caracteristica.
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VI. MATERIALES Y METODOS
6.1 Obtencion de material
El material se obtuvo mediante solicitud de especimenes a colecciones de jardines botanicos
(S. denticulata del Instituto de Biologia de la UNAM), donacion de material por parte de
compafieros de trabajo (S. lepidophylla de la localidad de Tlacotepec en el estado de
Morelos), y el resto del material se obtuvo a partir de colectas en campo. En la seccion de
Anexos se incluye un mapa con todos los sitios de colecta y fotografias de las plantas

colectadas en su hébitat natural (Figuras Al y A2, respectivamente).

6.2 Determinacion de la tolerancia a la desecacion

De cada una de los especimenes se colectaron frondas (Figura A3, en Anexos) en buen
estado y se colocaron en cajas Petri; se dejaron secar por 24 h, y posteriormente fueron
rehidratadas con agua destilada por un periodo de 12 h. En cada una de estas etapas se
fotografio el tejido. Después de este proceso se determind si el tejido seguia viable en base a
la coloracion de las frondas (p. €j., si conservaba la coloracion verde que tenian antes del
proceso de secado) o si presentaba oxidacion (p. ej. tejido café oscuro o en necrosis). Este
proceso de deshidratacion-rehidratacion se repitio varias veces para determinar la tolerancia
de un espécimen. Cuando el tejido seguia viable después de varios de estos ciclos, se

consideré como un organismo tolerante a la pérdida de agua.

6.3 Cinéticas de pérdida de agua

Se colectaron frondas de diferentes especies procurando tomar tejido en buen estado, se
removié todo el tejido no viable (tejido dafiado o con partes secas), y se realizaron lavados
con agua destilada estéril. La imbibicién se llevd a cabo sumergiendo el tejido en agua
destilada estéril por 30 min. Pasado este tiempo se retir6 el excedente de agua y se colocd en
cajas Petri dentro de una camara de crecimiento a 24°C. Las placas fueron removidas a

intervalos de tiempo especificos para ser pesadas y calcular el contenido de agua del tejido.

6.4 Cinéticasy colecta de tejido para extraccion de RNA
En el caso de las muestras para el transcriptoma las plantas fueron acondicionadas al menos

3 dias antes de las cinéticas de pérdida de agua. Se colocaron en una cadmara de crecimiento
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(Percival) a 25°C en un ciclo de 16 h luz y 8 h oscuridad, con una intensidad luminosa de
aproximadamente 90 pmol-m-s™.

Se colectaron frondas (Figura A3, en Anexos) de una poblacion de al menos 15 individuos
en el caso de especies con morfologia de roseta, o de varios apices para las especies postradas,
realizando dos réplicas bioldgicas por cada especie. Se removié todo el tejido no viable, y se
limpid con agua destilada estéril. Posteriormente se embebid en agua destilada estéril por 1
h para llevar el tejido a un mismo contenido de agua. Después se secd el tejido con toallas de
papel y se coloco en cajas Petri (d 8.8 x 2.5 cm) por 30 min para permitir una adaptacion /
recuperacion. Por Gltimo se colocaron las cajas Petri destapadas dentro de un contenedor de
plastico (40 x 21.5 x 13 cm aproximadamente) que contenia recipientes desechables (Reyma
0.5 1) con una solucion sobresaturada de MgCl (relacién 40:13, 40 g de MgCI2 por cada 13
ml de agua) para mantener la humedad del sistema, el cual estaba sellado en su parte superior
con un cristal (intensidad luminosa dentro de los contenedores de 85 pmol'm?2s?,
aproximadamente). Dicho sistema estaba dentro de la misma cdmara de crecimiento donde
se tenian las plantas. Las placas se removieron a intervalos de tiempo constantes para ser

pesadas Yy asi determinar la pérdida de agua con respecto al peso seco.

6.5 Determinacion del contenido de agua

Para llevar las muestras a peso seco (PS) se colocaron en horno a 80°C por un minimo de 15
horas. El peso inicial (PI) corresponde al peso después de embeber el tejido en agua destilada
por 30 min y fue considerado como el 100% de contenido de agua. La determinacion del

contenido de agua a los tiempos de interés (Ptx) se realiz6 con la siguiente formula:

Pt,— PS
Cont.de Agua (%) = (ﬁ) * 100

6.6 Lecturas de actividad fotosintética
Estas se realizaron con el equipo LI-6400XT (LI-COR) adaptado a una camara para briofitas
(Bryophyte Chamber) con los siguientes parametros:

Temperatura = 22°C Flujo de CO, = 400 umol'm%-s!

Flujo Aire = 500 pmol-s™ Intensidad luminosa = 60 pmol-m2s*
Las plantas se mantuvieron en cuarto de crecimiento a 22°C. Las lecturas de fotosintesis se

realizaron a intervalos de tiempo especificos en frondas previamente embebidas en agua
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destilada (30 min) que se dejaron deshidratar manteniéndolas en cajas Petri abiertas a 60
umol'm?-s? de intensidad luminosa aproximadamente durante toda la toma de lecturas. La
posterior rehidratacion se realizd con agua destilada manteniendo las muestras en un

ambiente saturado.

6.7 Extraccion de RNA

El tejido fue molido en nitrégeno liquido hasta polvo fino. Posteriormente las muestras
fueron extraidas con el reactivo PureLink® Plant RNA Reagent (especial para tejidos ricos
en polifenoles o en almidon) acorde a las instrucciones del fabricante (Thermo Fisher
Scientific). Debido a las bajas relaciones de pureza obtenidas se determind tratar las muestras
con TRIzol® como procedimiento de limpieza siguiendo las instrucciones del fabricante
(Thermo Fisher Scientific). En caso de que las muestras siguieran presentando bajas
relaciones de pureza se precipitd el RNA con acetato de sodio 3M vy se realizaron lavados

con etanol al 75%.

6.8 Secuenciacion

Anterior a la secuenciacion, se verifico la integridad de los RNAs con el equipo 2100
Bioanalyzer System (Agilent Technologies). En base a su valor de RIN (“RNA Integrity
Number”) se determind cuales muestras eran adecuadas para la elaboracion de librerias.

Las librerias se generaron utilizando TruSeq RNA Library Preparation Kit v2 (lllumina) y la
secuenciacion se realizo con la plataforma NextSeq (Illumina) con el formato Pair-End (2 x

75), obteniéndose un total de 610 972 633 lecturas.

6.9 Procesamiento de lecturas crudas y ensamblado

El procesamiento se realizé con el software Trimmomatic (version 0.35) para retirar
secuencias de baja calidad y las secuencias de los adapatadores que se utilizaron en la
secuenciacion. También se utilizo el programa FastQC (version v0.11.5) para determinar el
contenido de GC y la calidad de las secuencias.

El ensamblado se realiz6 con Trinity (version v2.1.1) con todos los parametros por defecto,
haciendo el ensamblado del conjunto de librerias de cada una de las especies.
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6.10 Anotacion funcional
La anotacion de los transcriptomas se hizo acorde a basquedas de homologias (Blastx) de las
secuencias producto de los ensamblados contra las siguientes bases de datos y organismos:

TABLA 6.1 Bases de datos empleadas en la anotacion.

Base de Datos Descripcién Fuente

UniProt SwissProt Manualmente https://data.broadinstitute.org/Trinity/Trinotate v2.0 RE
anotada. contiene SOURCES/uniprot_sprot.trinotate v2.0.pep.gz
evidencia
experimental

RefSeq No redundante, ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/release/plant/
solo secuencias de
plantas

Arabidopsis thaliana Modelos proteicos http://plants.ensembl.org/info/website/ftp/index.html
en genoma

Selaginella moellendorffii | Modelos proteicos | http://plants.ensembl.org/info/website/ftp/index.html
€n genoma

Physcomitrella patens Modelos proteicos http://plants.ensembl.org/info/website/ftp/index.html
en genoma

Amborella trichopoda Modelos proteicos http://plants.ensembl.org/info/website/ftp/index.html
€n genoma

La busqueda de dominios de proteinas se realizé con la herramienta HMMER (version
v3.1b2) en marcos de lectura (u ORF, por sus siglas en inglés) obtenidos con TransDecoder
(version v2.0.1) en la base de datos Pfam
(https://data.broadinstitute.org/Trinity/Trinotate v2.0 RESOURCES/Pfam-A.hmm.gz).

Los términos GO correspondientes a los dominios de proteinas y de los resultados contra
UniProt SwissProt fueron extraidos de un reporte generado en Trinotate (version v2.0.2),
ademas de la adicion de los términos GO correspondientes a los resultados significativos
contra Arabidopsis (TAIR).

Todo lo anterior se realiz6 ingresando y manipulando los resultados en el sistema MySQL
para poder generar una base de datos con las secuencias y sus respectivos resultados de cada
uno de los campos antes mencionados. Ademas de incluir informacion relevante de la
secuencia blanco en el caso de los Blast, como el organismo fuente, descripcion / funcion,
porcentaje de identidad, longitud del alineamiento, E-value y Bitscore. Para la elaboracion
de diagramas de Venn se emple6 la herramienta en linea Jvenn

(http://bioinfo.genotoul.fr/jvenn/).
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6.11 Analisis de expresion diferencial

La cuantificacion de transcritos se hizo mediante un script del paquete Trinity que utiliza
bowtie2 como método de alineamiento y RSEM como método de estimacion. Los genes
diferencialmente expresados se obtuvieron con el paquete edgeR proporcionando un valor de
dispersion determinado con TransInfo (Garcias-Ortega, L. F y Martinez, O., comunicacién
personal). Los genes fueron seleccionados como diferencialmente expresados en base a una
tasa de cambio (logFC > 2 o logFC < -2) y si estos eran estadisticamente significativos (FDR
< 0.01; “False Discovery Rate”) dentro de MySQL. Para la elaboracion de diagramas de

Venn se empled la herramienta en linea Jvenn (http://bioinfo.genotoul.fr/jvenn/).

6.12 Enriquecimientos funcionales
Se seleccion6 la herramienta en linea Functional Classification SuperViewer

(http://bbc.botany.utoronto.ca/ntools/cgi-bin/ntools classification superviewer.cqgi)

empleando los identificadores de los genes diferencialmente expresados que tenian anotacion
con A. thaliana y como fuente para la clasificacion se seleccion6 MapMan. Se consideraron

como significativas aquellas categorias con un P-value < 0.05
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VIl. RESULTADOS
7.1 Identificacion del grupo de estudio y obtencion del material
En base a los estudios de Proctor y Pence (2002), Bartels y Hussain (2011), ademas de otras
fuentes como lturriaga et al. (2000) se recopilé informacion de todas las plantas vasculares
reportadas como tolerantes a la desecacién (mas de 300 especies). En la Tabla 7.1 se

muestran especies TD identificadas en México.

TABLA 7.1 Plantas de resurreccién reportadas en México.

Especie Familia No. de especies del Referencia
género reportadas
por la CONABIO

Selaginella lepidophylla; | PTERIDOPHYT 83 Proctor y Pence

S. sartorii ES; LYCOPSIDA; (2002); lturriaga et al.
Selaginellaceae (2000)

Cheilanthes bonariensis, | PTERIDOPHYT 62 Proctor y Pence

C. integerrima, ES; (2002); lturriaga et al.

C. myriophylla, PTEROPSIDA; (2000)

C. wrightii Pteridaceae

Pellaea atropurpurea, PTERIDOPHYT 16 Proctor y Pence

P. longimucronata, ES; (2002); lturriaga et al.

P. sagittata PTEROPSIDA; (2000)
Pteridaceae

Microchloa indica ANGIOSPERMS; 2 Proctor y Pence
MONOCOTYLE (2002); lturriaga et al.
DONS; Poaceae (2000)

Sporobolus atrovirens ANGIOSPERMS; 29 Proctor y Pence
MONOCOTYLE (2002); lturriaga et al.
DONS; Poaceae (2000)

Tripogon spicatus ANGIOSPERMS; 1 Proctor y Pence
MONOCOTYLE (2002); lturriaga et al.
DONS; Poaceae (2000)

Revisando el Catadlogo Taxondmico de Especies de México (CONABIO, 2008), se encontrd
que el territorio nacional posee una gran riqueza en el género Selaginella como se observa
en la Tabla 7.2.

Basados en la informacion del catalogo de la CONABIO (2008), que cuenta con la
distribucion por estados de la republica de la mayoria de las especies de Selaginella
reportadas en México, se contabilizo el niUmero de especies por estado, como se muestra en

la Figura 7.1.
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TABLA 7.2 Especies del género Selaginella que han sido identificadas en México.

1 S. acutifolia 30 S. gypsophila 58 S. polyptera
2 S. apoda 31 S. harrisii 59 | S. popayanensis
3 S. arizonica 32 S. hirtifolia 60 | S. porphyrospora
4 S. arsenei 33 S. hoffmannii 61 S. prolifera

5 S. arsiclada 34 | S. huehuetenangensis | 62 | S. pulcherrima
6 S. asprella 35 S. illecebrosa 63 S. reflexa

7 S. barnebyana | 36 S. landii 64 S. ribae

8 S. basipilosa 37 S. lepidophylla * 65 S. rupestris

9 S. bernoullii 38 S. lindenii 66 S. rupincola
10 S. bigelovii 39 S. lineolata 67 S. rzedowskii
11 S. breedlovei 40 S. macrathera 68 S. sartorii 1
12 S. carioi 41 S. marginata 69 S. schaffneri
13 | S.carnerosana | 42 S. martensii 70 | S. schiedeana
14 S. chiapensis 43 S. mickelii 71 S. schizobasis
15| S.cinerascens | 44 S. minima 72 S. sellowii 1
16 | S. cladorrhizans | 45 S. mixteca 73 S. sertata
17 | S.convolute! | 46 S. mollis * 74 S. silvestris
18 S. corrugis 47 S. moritziana 75 S. simplex
19 S. cuneata 48 S. mosorongensis 76 S. stellata
20 S. cuspidata 49 S. mutica 77 | S. stenophylla
21 | S. delicatissima | 50 S. nothohybrida 78 | S. steyermarkii
22 | S.eremophila |51 S. novoleonensis 79 S. subrugosa
23 S. eurynota 52 S. oaxacana 80 S. tarda

24 S. extensa 53 S. orizabensis 81 S. tenella
25 S. finitima 54 S. pallescens 82 S. tuberosa
26 S. flagellata 55 S. parishii 83 | S. underwoodii
27 S. flexuosa 56 S. peruviana ! 84 S. viridissima
28 S. galeottii * 57 S. pilifera 85 S. wrightii
29 | S. guatemalensis

! Las especies en letras rojas corresponden a especies reportadas como tolerantes a
la desecacion.

*Aquellas marcadas (*) fueron adicionadas de informacion de la base de datos del
Herbario Nacional de México (MEXU; http://www.ib.unam.mx/botanica/herbario/).
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Debido al poco interés que se le ha dado a este grupo de plantas, las colecciones botanicas
que mantienen un registro de sus especimenes cuentan con pocos ejemplares del género
Selaginella y en la mayoria de los casos, muchos de ellos ni siquiera estan identificadas. Por
lo que la mayoria de las especies analizadas se obtuvo mediante colectas en campo en base a
criterios como la precipitacion por estados y numero de especies distintas del género
Selaginella en dicha entidad. Consultando datos del Servicio Meteorolégico Nacional sobre
los niveles de precipitacion de los dltimos 5 afios en las entidades federativas, se encontré lo

mostrado en la Tabla 7.3.

Los estados elegidos para las colectas fueron Oaxaca y Veracruz por sus altos niveles de
precipitacion y un nimero considerable de especies reportadas (43 y 26 especies reportadas,
respectivamente), y Durango por ser el estado con mayor nimero de especies reportadas (11
especies reportadas) entre aquellos con bajos niveles de precipitacion. Se visitaron, ademas,
las zonas aledafias y se colecto en el trayecto a los sitios de interés. En la seccién de Anexos

se incluye un mapa con todos los sitios de colecta, asi como fotografias de las plantas en su
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habitat natural (Figura A2). En total se colectaron 22 especimenes, los cuales se incluyen en

la Tabla 7.4.

TABLA 7.3 Precipitaciéon anual por estados en los Gltimos 5 afos.

Estados con los menores niveles de precipitacion*
Lugar 2010 2011 2012 2013 2014
1 Baja California Sur | Baja California Sur Baja California Baja California Baja California
(109.3 mm) (69.4 mm) (150.3 mm) (193.8 mm) (85.1 mm)
2 Baja California Coahuila Baja California Sur | Baja California Sur | Baja California Sur
(297.4 mm) (176 mm) (305.9 mm) (229 mm) (334.7 mm)
3 Sonora Baja California Coahuila Coahuila Coahuila
(453 mm) (206.8 mm) (323.6 mm) (443.6 mm) (423.8 mm)
4 Chihuahua Durango Sonora Sonora Sonora
(470 mm) (245.6 mm) (382.1 mm) (446.7 mm) (480.5 mm)
5 Aguascalientes Aguascalientes Durango Durango Chihuahua
(493.1 mm) (257.8 mm) (406.3 mm) (516.8 mm) (490 mm)
Estados con los mayores niveles de precipitacion®
Lugar 2010 2011 2012 2013 2014
1 Chiapas Tabasco Tabasco Tabasco Tabasco
(2730.3 mm) (2496.5 mm) (2069.7 mm) (2811.9 mm) (2394.4 mm)
2 Tabasco Chiapas Chiapas Chiapas Chiapas
(2561.9 mm) (2381.6 mm) (1885.3 mm) (2278.6 mm) (2056.1 mm)
3 Oaxaca Veracruz Veracruz Quintana Roo Colima
(1940.1 mm) (1553.5 mm) (1695.9 mm) (1898.5 mm) (1920.4 mm)
4 Veracruz Quintana Roo Puebla Colima Morelos
(1791.1 mm) (1476.3 mm) (1390.5 mm) (1877.1 mm) (1777.8 mm)
5 Nayarit Oaxaca Oaxaca Veracruz Veracruz
(1649.8 mm) (1388.6 mm) (1360 mm) (1852.4 mm) (1537.3 mm)

*La precipitacion corresponde al promedio anual reportado por el Servicio
Meteorol6gico Nacional (http://smnl.conagua.gob.mx/).

Cabe mencionar que las colectas realizadas en Veracruz, Puebla y Oaxaca se realizaron con
la asesoria y apoyo del Dr. Klaus Mehltreter del Instituto de Ecologia (INECOL).
Posteriormente el Dr. Mehltreter nos apoy6 con la identificacion a nivel morfolédgico de las

muestras que se obtuvieron en campo.

Ademas de las especies colectadas, se obtuvo material correspondiente a la especie S.
denticulata (planta intolerante) del jardin botanico del Instituto de Biologia de la UNAM
gracias a la donacion de material por parte de la M.C. Aida Téllez Velasco. Asi también se
agradece al Dr. Edgar Balcazar Lopez por la donacidn de especimenes de S. lepidophylla de
la localidad de Tlacotepec perteneciente al municipio de Zacualpan de Amilpas en el estado

de Morelos.
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TABLA 7.4 Ejemplares colectados en campo y material donado.

ID Especie Morfologia® TD? Sitio de colecta
muestra
A-2504 S. delicatissima P No Localidad de Ichaqueo, Morelia, Mich.
B-2504 S. pallescens R Indefinida | Localidad de Ichaqueo, Morelia, Mich.
1a1-1906 S. sartorii P Si Carretera Durango-Cd. Canatlan (No.
45), Durango.
1a2-1906 S. pallescens R Indefinida | Carretera Durango-Cd. Canatlan (No.
45), Durango.
2a1-2006 S. sartorii P Si Parque Nacional Sierra de Organos,
Sombrerete, Zacatecas.
2a2-2006 S. pallescens R Indefinida | Parque Nacional Sierra de Organos,
Sombrerete, Zacatecas.
3al1-2106 | S. lepidophylla R Si Jalpa, Zacatecas
4-1107 S. delicatissima P No Carretera Xalapa — Coacoatzintla,
Veracruz
5-1107 S. pallescens R No Carretera Xalapa — Coacoatzintla,
Veracruz
6-1107 S. stellata E No Carretera Naolinco — Misantla,
Veracruz
7-1107 S. stellata E No Carretera Naolinco — Misantla,
Veracruz
8-1307 S. pallescens R Indefinida | Carretera Xalapa — Puebla
(Mazapiltepec), Puebla
9-1307 Selaginella sp. P Indefinida | Carretera Xalapa — Puebla
(Mazapiltepec), Puebla
10-1307 | S. lepidophylla R Si Reserva de la Biosfera Tehuacén —
Cuicatlan, Puebla
11-1407 | S. lepidophylla R Si Carretera Tehuacan — Teotitlan,
Teotitlan, Oaxaca
12-1407 S. extensa P Si Carretera Cuicatlan — Dominguillo,
Dominguillo, Oaxaca
13-1407 S. extensa P Si Carretera Cuicatlan — Dominguillo,
Dominguillo, Oaxaca
14-1407 S. basipilosa P Indefinida | Carretera Dominguillo — San Juan
Tonaltepec, Teotitlan, Oaxaca
15-1507 S. pallescens R Si Carretera Oaxaca — Xalapa, Adequez,
Oaxaca
16-1507 S. basipilosa P Indefinida | Carretera Oaxaca — Xalapa, Oaxaca
17-1607 S. stellata E No Parque Francisco Javier Clavijero,
Xalapa, Veracruz
18-1607 S. martensii E No Parque Francisco Javier Clavijero,
Xalapa, Veracruz
DONADO | S. denticulata P No Jardin Boténico del IB-UNAM
DONADO | S. lepidophylla R Si Localidad de Tlacotepec, Zacualpan de

Amilpas, Mor.

!Las morfologias se indican como Erecta (E), Postrada (P) y Roseta (R).
?La tolerancia a la desecacion (TD) se determind en base a los experimentos de
deshidratacion — rehidratacion y las lecturas de fotosintesis.
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7.2 Ciclos de deshidratacion — rehidratacion

Uno de los ensayos para determinar si las plantas eran tolerantes o intolerantes a la desecacion
consistié en someter frondas de diferentes especies a ciclos de deshidratacion — rehidratacion.
La Tabla 7.4 enumera las muestras identificadas como tolerantes después de este
experimento. La Figura 7.2 muestra un ejemplo caracteristico de este proceso. Cabe
mencionar que algunas de estas muestras se llevaron hasta un 4to. ciclo de rehidratacion
(después de 255 dias de que el tejido se cortd de la planta, y de 245 dias de su Gltima
rehidratacion), periodo después del que las plantas clasificadas como TD mantenian tejido

con una coloracion verde brillante aparentemente viable (Figura A4, en Anexos).

Rehidratada 3 ciclo de
rehidratacion

Hidratada Deshidratada

S. pallescens

S. extensa

S. denticulata

. ) T/

FIGURA 7.2 Ciclos de deshidratacion — rehidratacion en frondas de Selaginella. El
tejido de la especie S. lepidophylla corresponde a la muestra 3al-2106, el de S.
pallescens a la muestra 5-1107 y el de S. extensa a 12-1407.
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7.3 Cinéticas de pérdida de agua entre especies

Con el objetivo de comparar la pérdida de agua entre diferentes especies se colectaron
frondas y se colocaron en cajas Petri después de haber sido embebidas, se dejaron secar y se
determind su contenido de agua a intervalos de tiempo especificos. La Figura 7.3 muestra
los resultados obtenidos para dos especies tolerantes y dos intolerantes a la desecacion (en la
Figura A5 de la seccion de Anexos se incluyen graficos de todas las especies comparadas).
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FIGURA 7.3 Pérdida de agua entre especies con morfologia postrada y de roseta.
Solamente la pérdida de agua entre especies con morfologia de roseta fue
estadisticamente significativa (T-test con un valor de p < 0.05 (*), < 0.01 (**) o
< 0.001 (***).
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La pérdida de agua solamente fue estadisticamente significativa entre especies con
morfologia de roseta que difieren en la tolerancia. Sin embargo, es necesario repetir estos
experimentos e incluir mas especies para determinar si existen comportamientos especificos

entre especies tolerantes comparadas con las intolerantes.

7.4 Lecturas de fotosintesis

Las lecturas de fotosintesis se realizaron en el laboratorio de la Dra. Alejandra Covarrubias
Robles en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Se analizaron muestras de las especies:
S. denticulata, S. extensa, S. lepidophylla y S. pallescens, con la finalidad de observar
cambios en la tasa fotosintética durante la pérdida de agua y la posterior recuperacion de la
fotosintesis durante la rehidratacion (Figura 7.4).

Como se puede observar en la Figura 7.4, plantas como S. lepidophylla y S. extensa (ambas
TD) reestablecen la fotosintesis una vez que son rehidratadas. Sin embargo, los niveles
observados no fueron los mismos a los valores observados en las frondas antes de la pérdida
de agua. Lo anterior fue atribuido a que la toma de lectura se ve afectada por el exceso de
agua en el tejido. En consecuencia, la fotosintesis se calcul6 en base a la diferencia entre el
flujo de CO2 que entraba y salia de la camara, como se muestra en la Figura 7.5. En esta
figura, se observan niveles de consumo de CO2 més cercanos a los determinados antes de la
deshidratacion una vez que la planta es rehidratada. Sin embargo, deben considerarse con
cierta cautela, ya que no se tomd en cuenta el efecto que podria haber tenido la hora del dia

en la cual se realizd la toma de lecturas.
Con la finalidad de determinar un contenido de agua al cual puede haber una regulacion en

la fotosintesis durante la pérdida de agua, se tomaron lecturas a intervalos de tiempo mas

cortos, como se muestra en la Figura 7.6.
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FIGURA 7.4 Actividad fotosintética durante la deshidratacion y posterior rehidratacion en frondas de diferentes especies de
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FIGURA 7.5 Actividad fotosintética ajustada a la absorcion neta de CO- durante la deshidratacion y posterior rehidratacion
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FIGURA 7.6 Actividad fotosintética asociada al contenido de agua en frondas de diferentes especies de Selaginella. Las lecturas
de fotosintesis (barras azules) y determinacion de contenidos de agua (cuadros rojos) se realizaron a diferentes tiempos. Por esta
razén se observan desfasados. Los valores corresponden a un promedio de dos lecturas.



7.5 Cinéticas de pérdida de agua y toma de muestras para la realizacion de los
transcriptomas

Tomando en cuenta que uno de los objetivos de este trabajo fue realizar comparaciones entre
especies tolerantes e intolerantes a la desecacion; se consideraron dos plantas tolerantes con
diferente morfologia (S. lepidophylla y S. extensa), una planta con tolerancia parcial o
intermedia (S. pallescens 5-1107), y una planta intolerante (S. denticulata). Ya que la pérdida
de agua ocurre a diferentes velocidades dependiendo de la especie (Figura 7.3), se decidio
analizar la expresion de genes en ciertos contenidos de agua (100, 70, 50 y 10%) y durante
la rehidratacion (2 y 6 h después de agregar agua al tejido). La Figura 7.7 muestra la

estrategia experimental para la preparacion de las muestras.

Las diferentes especies presentan una tendencia similar durante la pérdida de agua (Figura
7.8). También se registraron los cambios morfologicos durante la pérdida de agua y la
rehidratacion (Figura 7.9). Aunque las condiciones durante la pérdida de agua no fueron
exactamente las mismas, refiriéndonos especificamente a la variacion de la humedad en el
sistema durante los experimentos, se observo una pérdida mas rapida de agua en las frondas

de las plantas intolerantes.

Se obtuvo una linea de tendencia de cada una de las cinéticas para determinar el tiempo
correspondiente a la toma de tejido del cual se realizaria la extraccion de RNA. Asimismo,
teniendo en cuenta que la velocidad de la pérdida de agua esta en funcién principalmente de
la humedad y la temperatura en el ambiente, también se determinaron los porcentajes en
pérdida con respecto al peso freso inicial (Figura A6, en Anexos). Con esta medida se
aseguro que las muestras se encontraban en el contenido de agua deseado, lo que dio mayor

confiabilidad al proceso de muestreo.
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FIGURA 7.7 Disefio experimental de las cinéticas empleadas para toma de muestras usadas para la elaboraciéon de los
transcriptomas.
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FIGURA 7.8 Cinéticas de pérdida de aguay lineas de tendencia en las cuatro especies empleadas para los transcriptomas. Entre
paréntesis se indica el espécimen utilizado como referencia.
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FIGURA 7.9 Cambios morfolégicos experimentados durante la deshidratacion y aspecto a las 2 h después de la rehidratacion
en las cuatro especies empleadas para los transcriptomas. En las imagenes puede asociarse el cambio en la morfologia de las
frondas con el contenido de agua (%).
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7.6 Extracciones e integridad del RNA

Después de la extraccion con el reactivo PureLink Plant RNA Reagent, la mayoria de las
muestras de las diferentes especies presentaba una relacion de pureza 260/230 baja, por lo
que se opto por hacer limpieza empleando el método TRIzol, y en el caso de que las muestras
siguieran presentando relaciones de pureza bajas se precipitaron y realizaron lavados con
etanol. La Figura 7.10 muestra los resultados de la extraccion de la especie S. lepidophylla
(similares a los obtenidos para S. extensa y S. pallescens). También se muestran los resultados
de las muestras de S. denticulata. En lo que respecta a esta ultima especie, cabe mencionar
que es intolerante a la pérdida de agua y por lo tanto, no fue sorpresivo observar la
degradacion del RNA una vez que el tejido fue rehidratado. Como la degradacion del RNA
es producto del dafio que se produce durante la pérdida de agua y se observé durante la

rehidratacion, se tomo la decisién de realizar la secuenciacion adicional de estas muestras.
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FIGURA 7.10 Aspecto de los RNA extraidos de especies contrastantes en la TD. Se
muestra la integridad del RNA durante todo el proceso de deshidratacion y
rehidratacion de una especie tolerante (S. lepidophylla) y la degradacion del RNA en
la rehidratacion de una especie intolerante (S. denticulata). En la parte superior se
muestran los geles de agarosa (1.2%) de las extracciones de RNA, mientras que en
la parte inferior se tiene el electroferograma resultado del equipo Agilent 2100
Bioanalyzer System.
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Para la elaboracion de librerias y subsecuente secuenciacion, se utilizaron mezclas
equimolares utilizando las réplicas obtenidas en cada uno de los contenidos de agua o tiempos
de rehidratacion. La Tabla 7.5 contiene los resultados de integridad de la cada una de estas

mezclas:

TABLA 7.5 Valores de integridad (RIN) de los RNA de las muestras secuenciadas.

MUESTRA | RIN MUESTRA | RIN
S. denticulata S. lepidophylla

100% 8.7 100% 8.0
70% 8.7 70% 8.2
50% 8.5 50% 7.4
10% 8.4 10% 8.3
2h 5.6* 2h 8.2
6h 2.9% 6h 7.9

S. extensa S. pallescens (5-1107)
100% 7.2 100% 8.2
70% 7.6 70% 8.8
50% 7.4 50% 8.8
10% 7.7 10% 8.6
2h 7.6 2h 8.3
6h 7.9 6h 8.4

*Se resaltan en rojo los valores de integridad de las muestras de una especie
intolerante que presentaron degradacién al ser rehidratadas.

El valor de integridad (RIN) varia dependiendo de la especie. En el caso de Selaginella, no
existe un reporte que indique cuél es el valor minimo de RIN para considerarlo adecuado
para un analisis como RNAseq, mientras que en A. thaliana se considera que muestras con

un RIN mayor a 7.2 tienen un valor de integridad adecuado

(http://www.agilent.com/cs/library/applications/5990-8850EN.pdf, Gltimo acceso 4 de junio
2016). Tomando en cuenta este criterio, todas las muestras contaban con valores apropiados
con excepcién de las muestras de rehidratacién de S. denticulata (RNA de una especie
intolerante con evidente degradacion durante la rehidratacion; valores en rojo en la Tabla
7.5).
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7.7 Resultados de la secuenciacion y el preprocesamiento

La Tabla 7.6 muestra el nUmero de lecturas obtenidas para cada condicion por especie.
Teniendo un total de més de 120 millones de lecturas por especie, una cantidad suficiente
para tener una amplia cobertura tratandose de genomas relativamente pequefios (de alrededor
de 110 Mpb).

TABLA 7.6 Numero de lecturas de cada libreria antes y después de ser procesadas?.

S. denticulata Lecturas crudas | Procesadas | Conservadas (%)
100% 18876501 17206662 91.15
70% 31883700 29097840 91.26
50% 30374615 27825024 91.61
10% 33096587 30571218 92.37
2h 19617088 17978128 91.65
6h 14918303 13510351 90.56
TOTAL 148766794 136189223
S. extensa Lecturas crudas | Procesadas | Conservadas (%0)
100% 18719236 16929905 90.44
70% 26196344 23895142 91.22
50% 20046801 18015967 89.87
10% 32615197 29981559 91.93
2h 20442006 18704679 91.50
6h 20268888 18428948 90.92
TOTAL 138288472 125956200
S. pallescens (5-1107) | Lecturas crudas | Procesadas | Conservadas (%)
100% 22473687 20439545 90.95
70% 28163705 25791304 91.58
50% 16101574 14732309 91.50
10% 23557068 21376954 90.75
2h 13350964 11815899 88.50
6h 21011074 19081687 90.82
TOTAL 124658072 113237698
S. lepidophylla Lecturas crudas | Procesadas | Conservadas (%)
100% 50117943 46160216 92.10
70% 34211962 31462732 91.96
50% 26978733 24563112 91.05
10% 27099576 24852429 91.71
2h 22386942 20509124 91.61
6h 38464139 35240154 91.62
TOTAL 199259295 182787767

!La secuenciacion se realizé en el formato Pair-End por lo que los valores mostrados

corresponden a las lecturas en ambos sentidos.
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Después de retirar secuencias de baja calidad y adaptadores con el software Trimmomatic,
se conservd més del 90% de las lecturas por especie. Luego, se verificaron las calidades con
el programa FastQC; en la Figura 7.11 se incluye un ejemplo del resultado de este proceso.
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FIGURA 7.11 Resultado del procesamiento de lecturas de la muestra “2h” de S.
pallescens. Se observan patrones similares en el tratamiento de las demas librerias.
La region en verde indica secuencia con buena calidad, la café de mediana calidad y
roja de mala calidad.

7.8 Ensamblado de los transcriptomas

Debido a que a la fecha sélo se tiene disponible el genoma de la especie S. moellendorffii, y
que se obtuvo un muy bajo porcentaje de alineamiento de las lecturas del transcriptoma de
las especies objeto de estudio, se decidio realizar ensamblados de novo de los transcriptomas.
Para ello, se usaron las lecturas de todos los tiempos muestreados para usarlas como marco
de referencia para determinar los niveles de expresion de los diferentes genes en la especie
correspondiente. Para construir el ensamblado del transcriptoma de referencia de cada
especie se utilizé la herramienta Trinity, tomando en conjunto todas las librerias de cada

especie. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 7.7.
El nimero de genes y transcritos en el caso de S. denticulata fue inusualmente alto, por lo

que se analizaron con mas detalle estos datos. Sin embargo, por cuestiones de tiempo y de

los alcances de este trabajo, solo se discutiran los resultados obtenidos para las demas
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especies (en la seccion de Anexos se incluye una discusion al respecto de los datos de S.

denticulata y las razones por las que ésta no fue considerada).

TABLA 7.7 Resultados del ensamblado de los transcriptomas de especies de
Selaginella contrastantes en la morfologiay la TD.

S. extensa | S. pallescens | S. denticulata | S. lepidophylla
No. de Genes 23429 24834 55600 32386
No. de Transcritos 56287 45811 108793 64189
Porcentaje de GC 53.22 51.98 51.54 50.84
#Estadisticas basadas en todos los transcritos
Contig N50 4482 2064 3053 4061
Longitud media 1832 951 1343 976
Longitud promedio 2631.69 1313.05 1876.18 1962.86
Total de bases ensambladas 148130112 60152342 204115111 125993766
Total de lecturas 125956200 | 113237698 136189223 182787767
#Alineamiento del conjunto de lecturas
Alineando una vez 51.46% 40.87% 50.82% 36.77%
Alineando mas de una vez 39.78% 44.67% 41.31% 52.78%
Porcentaje de alineamiento global 91.24% 85.54% 92.13% 89.55%

Estadisticas de la especie secuencia segun datos del Joint Genome Institute
(http://genome.jgi.doe.gov/Selmol/Selmol.info.html):

Selaginella moellendorffii: ~110 Mpb (GC: 44.39%)

22285 transcritos codificantes

1701.63 pb promedio Gen

1193.81 pb promedio Transcrito

7.9 Anotacion Funcional

Los resultados de la anotacion de los respectivos transcriptomas se muestran en la Tabla 7.8.
En todos los casos, se consiguid hacer la anotacion de mas de la mitad de los genes, lo que
fue similar a lo reportado por otros autores para otras especies. Sin embargo, es importante
resaltar que campos como Selaginella, Physcomitrella y Amborella no son muy informativos,
ya la anotacion de sus genomas muestra un alto porcentaje de genes descritos como
‘putative’, ‘predicted’ o ‘hypothetical proteins’ (89.7%, 47.1% y 82.5%, respectivamente).
La Figura 7.13 muestra un ejemplo del tipo de descripciones asociadas a un gen en particular.

Considerando SwissProt, RefSeq, Arabidopsis y Pfam como los campos mas descriptivos, se
determind el nimero de genes y las categorias que compartian dichas categorias en cada una

de las especies (Figura 7.12).
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TABLA 7.8 Resultados de la anotacién de los transcriptomas de especies de Selaginella contrastantes en la morfologiay la TD.

S. extensa S. pallescens S. lepidophylla
Numero | Porcentaje (%) | Numero | Porcentaje (%) | Numero | Porcentaje (%)

No. de Genes 23429 --- 24834 --- 32386
No. de Transcritos 56287 --- 45811 --- 64189
Genes con ID en SwissProt 10549 45.03 10441 42.04 14062 43.42
Genes con ID en RefSeq 11431 48.79 13218 53.23 16218 50.08
Genes con ID en Arabidopsis thaliana 10194 43.51 11552 46.52 14489 44.74
Genes con ID en Selaginella moellendorffii | 11434 48.80 15624 62.91 13952 43.08
Genes con ID en Physcomitrella patens 10298 4395 11641 46.88 12732 39.31
Genes con ID en Amborella trichopoda 10182 43.46 11613 46.76 13102 40.46
Genes con descripcion en Pfam 8680 37.05 9662 38.91 10063 31.07
Genes con términos GO 11181 47.72 11577 46.62 15352 47.40
Total de Genes con Anotacion 13468 57.48 16431 66.16 18400 56.81

El total de genes con anotacion (resaltado en azul cian) corresponde a cualquier campo con descripcion de alguna de las categorias

usadas en la anotacion.
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FIGURA 7.12 Numero de genes con anotacion en las principales categorias de cada una de las especies Selaginella analizadas.
Anotacién en SwissProt, RefSeq, Arabidopsis thaliana y dominios Pfam para S. extensa (a), S. pallescens (b) y S. lepidophylla

(c).
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mysql> select * from Annotation where Gene='SELexten 1197 c0 gl'\G;

Rk e e e e e e l row EE e e S i

Transcript: SELexten 11597 cO gl il

l Gene: SELexten 1197 c0 gl ]
rinity J1D: TRINITY DNITS/7 cO gl il

| SwissProt ID: SKUS ARATH |
wissProt Info: OS5:Arabldopsis thaliana | DE:Monocopper oxidase-like protein SKUS5 | %Ident=52.56 |

length=546 | E-value=0 | BitScore=566
[RefSequants_ID: gi|659110852|ref|XPﬁOOB455444.1|]
RefSeqPlants Info: Os5:Cucumis melo | DE:PREDICTED: L-ascorbate oxidase homolog | %Ident=59.32 |
AlignLength=531 | E-wvalue=0 BitScore=664
Arabidopsis ID: AT1G621850.1
rabldopsSis Intfo: DE:SRUD sSsimilar 8 | $Ident=56.01 | AlignLength=541 | E-value=0 | BitScore=61l9

ISelaginella_ID: EFJ31900
IT3 INTST DE-rutative uncharacterized protein | %$Ident=75.3 | AlignLength=517 | E-value=0

| BitScore=8c8

| Physcomitrella ID: PP15217 57v6.1 |
Physcomitrella Info: DE:SKUS similar 18 | %Ident=56.62 | AlignLength=544 | E-value=0 |
BitScore=611

lAmborella_ID: ERN17406
orella InTo: DEISKUDS similar 4 | %$Ident=59.77 | AlignLength=532 | E-value=0 | BitScore=631
Pfam: | PF07732.10"Cu-oxidase 3"™Multicopper oxidase”33-1477E:5.le-37 | PF00394.17"Cu-
oxldaseMulticopper oxidase”160-295"E:1le-34 | PF07731.9"Cu-oxidase Z"Multicopper oxidase”380-
5157E:1.8e-22
) Pfam: | GO:0005507"molecular_function”copper ion binding |
0:0Uled31"molecular function®oxidoreductase activity | GO:0055114"biological process”oxidation-—
reduction process
[GO_SwissProt: GO:0031225%cellular component”anchored component of membrane |
GO:UUdeoot " cellular component”anchored component of plasma membrane |
GO:0048046"cellular component™apoplast | G0:0005618"%cellular component”cell wall |
G0:0016020"cellular component”membrane | GO:0009505%cellular component”plant-type cell wall |
G0:0005886"cellular component”plasma membrane | GO:0009506"cellular component”plasmodesma |
GO:0005774"cellular component”®vacuolar membrane | GO:0005507"molecular function”copper ion binding
| GO:001649]1"molecular function®oxidoreductase activity | G0:0009932"7biological process”cell tip
growth

8

FIGURA 7.13 Ejemplo del resultado de la anotacion de un gen en particular de la especie S. extensa. Como ejemplo se muestra
la anotacion del gen “SELexten 1197 c0 g1”. El formato observado es el resultado de MySQL, cada uno de los principales
campos se resaltan en rojo. También se incluyen descripciones de cada uno de los resultados de Blast asi como los identificadores
generados por Trinity.
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Como una primera comparacion entre las diferentes especies, y sobre la base de los
identificadores de Arabidopsis y Selaginella se determind cuéntos de ellos estaban
compartidos (Figura 7.14). Se encontré un mayor nimero de genes compartidos, tanto con
los identificadores de Arabidopsis como de Selaginella, entre las plantas con una misma
morfologia (S. pallescens y S. lepidophylla, ambas con morfologia de roseta) que entre
plantas adaptadas a ambientes similares (climas &aridos) y que comparten una misma
caracteristica como la TD (S. extensa y S. lepidophylla).

S. extensa S. lepidophylia S. extensa S. lepidophylla

1805 4628

S. pallescens S. pallescens

FIGURA 7.14 Comparacion de las diferentes especies de Selaginella en base a los
identificadores de Arabidopsis y Selaginella. La anotacion con respecto a los
identificadores de A. thaliana se muestra a la izquierda (a), mientras que la de S.
moellendorffii a la derecha (b).

7.10 Analisis de expresion diferencial

Tomando como condicion control los niveles de expresion en tejidos completamente
hidratados (100%), se determind el nimero de genes que cambiaron su expresion como
respuesta a la deshidratacion o rehidratacion. La Tabla 7.9 muestra el nimero de genes
inducidos o reprimidos en cada especie. En el caso de las especies tolerantes (especificamente
S. extensa y S. lepidophylla) en casi todas las condiciones se obtuvo un mayor nimero de
genes inducidos que reprimidos, mientras que en la especie con tolerancia parcial

(refiriéndonos a S. pallescens) se obtuvo lo contrario.
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TABLA 7.9 Numero de genes diferencialmente expresados por condicion en especies
de Selaginella contrastantes en la morfologiay la TD.

S. extensa S. pallescens S. lepidophylla

Condicién? Reprimidos® Reprimidos! Reprimidos!
70 vs. 100

50 vs. 100

10 vs. 100

2h vs. 100

6h vs. 100

'El nimero de genes fue filtrado en base a un logFC > 2 ¢ logFC < -2, y un FDR
<0.01

2Cada una de las condiciones se refiere al cambio en la expresion génica comparadas
con el estado completamente hidratado de las frondas (100% de contenido de agua).
Las tres primeras corresponden a la expresion génica en las frondas cuando alcanzan

el 70, 50 y 10% del contenido de agua, respectivamente. Las dos ultimas
corresponden a la expresion génica a las 2 y 6 h de rehidratacién, respectivamente.

Considerando en conjunto todas las etapas de pérdida de agua y por otro lado los eventos de
rehidratacion, se determind que hay un grupo de genes comunes a todas las condiciones de
deshidratacién y rehidratacién asi como un nimero significativo que son especificos a cada
etapa (Figuras 7.15, 7.16 y 7.17).

Con la finalidad de visualizar el comportamiento de todos los genes que en al menos una
condicion fueron estadisticamente significativos, éstos se graficaron como se muestra en la
Figura 7.18. Se encontrd que las especies S. lepidophylla y S. extensa (ambas tolerantes)
presentan perfiles de expresion mucho mas variados comparadas con la especie S. pallescens,
la cual mostrd, en casi todas sus condiciones, un mayor nimero genes reprimidos (Tabla
7.9).

También se compar6 el numero de genes de respuesta a la deshidratacion o rehidratacion
comunes entre especies, en base a su identificador de Selaginella (Figura 7.19). Se determino
gue existen pocos genes que responden a la deshidratacion o rehidratacion comunes a las tres

especies, ya que en su mayoria resultaron especificos de cada especie.

52



70% 50%

(578) (437)

I

N

D

U

C

I

D

(@]

S

10%
(1536)
70% 50%
(218) (316)

R

E

P

R

I
M

I

D

(@]

S

10%
(553)

FIGURA 7.15 Genes diferencialmente expresados en S. lepidophylla durante la deshidratacion y subsecuente rehidratacion. A
la derecha se muestran genes diferencialmente expresados cuando las frondas alcanzan contenidos de agua del 70, 50 y 10%, y a
laizquierda a las 2 y 6 h después de la rehidratacion.
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FIGURA 7.16 Genes diferencialmente expresados en S. extensa durante la deshidratacion y subsecuente rehidratacion. A la
derecha se muestran genes diferencialmente expresados cuando las frondas alcanzan contenidos de agua del 70, 50 y 10%, y a la
izquierda a las 2 'y 6 h después de la rehidratacion.
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FIGURA 7.17 Genes diferencialmente expresados en S. pallescens durante la deshidratacion y subsecuente rehidratacion. A la
derecha se muestran genes diferencialmente expresados cuando las frondas alcanzan contenidos de agua del 70, 50y 10%, y a la
izquierda a las 2 'y 6 h después de la rehidratacion.
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Color Key

70% 50% 10% 2h 6h

70% 50% 10% 2h 6h

FIGURA 7.18 Patrones de expresion de los genes diferencialmente expresados
durante la deshidratacion y subsecuente rehidratacion. La gréafica de mapa de
calor muestra los cambios en la expresion de genes que fueron diferencialmente
expresados a diferentes contenidos de agua (%) y tiempos de rehidratacion (h). El de
la parte superior (a) corresponde a S. lepidophylla representando un total de 3555
genes, el de la inferior (b) a S. extensa representando 2074 genes.
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Color Key

70% 50% 10% 2h 6h
FIGURA 7.18 Patrones de expresion de los genes diferencialmente expresados
durante la deshidratacion y subsecuente rehidratacion (continuacién). La
grafica de mapa de calor muestra los cambios en la expresion de genes que fueron
diferencialmente expresados a diferentes contenidos de agua (%) y tiempos de
rehidratacion (h). Mapa de calor de la especie S. pallescens (c) representando un
total de 1962 genes.

S. extensa DH S. lepidophylla S. extensa RH S. lepidophylla
263 129 m 152 58 673
5 2
7 30 3 32
227 290
S. pallescens S. pallescens

FIGURA 7.19 Numero de genes inducidos diferencialmente expresados entre
especies. Se incluyen todos los genes cuya expresion se modifico en las diferentes
etapas de deshidratacion (DH) o rehidratacion (RH). Se consideraron todos aquellos
genes anotados en base a S. moellendoffii.
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7.11 Enriguecimientos funcionales

La categorizacion se realiz6 acorde a la clasificacion MapMan, considerando todos aquellos
genes diferencialmente expresados que en su anotacion contenian un identificador de
Arabidopsis. Es importante recalcar que de todos los genes diferencialmente expresados,
aproximadamente la mitad tuvieron un homologo en Arabidopsis y son los que se incluyen
en este analisis. A continuacion se incluyen gréficas de las categorias funcionales
enriquecidas (Figuras 7.20, 7.21y 7.22), y en la seccion de Anexos, se tienen listas y conteos
de subcategorias relevantes. Se compararon las categorias funcionales enriquecidas inducidas
entre las especies tolerantes (S. extensa y S. lepidophylla morfologia postrada y de roseta,
respectivamente), asi como las especies con la misma morfologia pero contrastantes en la
caracteristica de tolerancia a la pérdida de agua (S. lepidophylla y S. pallescens, ambas con
morfologia de roseta). Todo esto se realizé con la finalidad de discernir los mecanismos o

procesos que confieren la TD (Figuras 7.23 'y 7.24).

Considerando todas las etapas de la deshidratacion y la rehidratacion, en total se obtuvieron
28 categorias funcionales enriquecidas inducidas para la especie S. lepidophylla, 23 para la
especie S. extensa, y 18 para S. pallescens. Entre las categorias del MapMan que resultaron
enriquecidas comunes a las plantas tolerantes y que no resultaron significativas en la especie
con tolerancia parcial, se encontr6 el metabolismo de aminoacidos y de azlcares, y
sefializacion sélo por resaltar algunas. Varias de las categorias presentes en las plantas TD
también estuvieron presentes en la planta con tolerancia parcial, pero en muchos casos
presentaban un menor numero de genes o actuaban en etapas distintas (p. ej., redox,
metabolismo de lipidos, transporte, etc.). También se encontraron categorias posiblemente
relevantes para la tolerancia a la desecacién, que fueron especificas de alguna especie, como

algunas relacionadas con la pared celular en S. lepidophylla.
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FIGURA 7.20 Categorias funcionales enriquecidas de genes inducidos en S. lepidophylla. Se muestran las categorias enriquecidas
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en tres etapas de la deshidratacion (en verde) y en dos tiempos de la subsecuente rehidratacién (en azul).
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FIGURA 7.21 Categorias funcionales enriquecidas de genes inducidos en S. extensa. Se muestran las categorias enriquecidas en
tres etapas de la deshidratacion (en verde) y en dos tiempos de la subsecuente rehidratacion (en azul).
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FIGURA 7.22 Categorias funcionales enriquecidas de genes inducidos en S. pallescens. Se muestran las categorias enriquecidas en
tres etapas de la deshidratacion (en verde) y en dos tiempos de la subsecuente rehidratacion (en azul).
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Gluconeogenesis/Glyoxylate cycle
Glycolysis
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Transport
mt e- transport/ATP synthesis

Polyamine metabolism
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FIGURA 7.23 Categorias funcionales enriquecidas en comudn y Unicas a S. extensa y
S. lepidophylla. Se muestran las categorias funcionales que resultaron enriquecidas
de genes inducidos en dos plantas TD con morfologias contrastantes (S. extensa y S.
lepidophylla, con morfologia postrada y de roseta, respectivamente). Las lineas rojas
indican categorias que resultaron enriquecidas sélo en la deshidratacion (DH), las
lineas azules aquellas que fueron especificas de la rehidratacion (RH), y las verdes
para todas aquellas categorias que resultaron comunes tanto a la deshidratacion como
a la rehidratacion (DH y RH).

62




Fermentation

Gluconeogenesis/Glyoxylate cycle
N-metabolism
Polyamine metabolism

Major CHO metabolism

S-assimilation
Cl-metabolism
OPP
Metal handling
Nucleotide metabolism
Glycolysis

Redox TCA/org transformation
Protein Amino acid metabolism
= Cell wall
S~ mt e- transport/ATP synthesis
R Cell
~
-~ -~
DNA

Hormone metabolism
Lipid metabolism
- - Secondary metabolism
Development
Miscellaneous enzyme families
RNA

Transport

Minor CHO metabolism
Signalling

Stress
PS

FIGURA 7.24 Categorias funcionales enriquecidas en comun y anicas a S. pallescens
y S. lepidophylla. Se muestran las categorias funcionales que resultaron enriquecidas
de genes inducidos en una especie intolerante (S. pallescens) y una tolerante (S.
lepidophylla), ambas con morfologia de roseta. Las lineas rojas indican categorias
que resultaron enriquecidas sélo en la deshidratacion (DH), las lineas azules aquellas
que fueron especificas de la rehidratacion (RH), y las verdes para todas aquellas
categorias que resultaron comunes tanto a la deshidratacion como a la rehidratacion

(DH y RH).
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VIIl. DISCUSION
8.1 Geénero Selaginella como modelo de estudio y fuente para el descubrimiento de
nuevas especies TD
El escrutinio para la seleccion de este particular modelo de estudio se restringié a plantas
vasculares, tomando en cuenta las dos siguientes consideraciones: 1) la inclusion de
miembros tanto tolerantes como intolerantes a la desecacion; 2) que fueran parte de la misma

familia o genero, o 3) que fueran especies filogenéticamente cercanas.

Existen plantas de resurreccion reportadas en México que van desde pteridofitas (licofitas y
helechos) hasta algunas angiospermas (Tabla 7.1). Por ello, el primer criterio de seleccion
se basé en la riqueza de cada una de sus familias para que fuera mas facil obtener los

especimenes necesarios para este estudio.

Como muestra la Tabla 7.1, los grupos méas abundantes en cuanto a especies TD y numero
de miembros fueron las familias Selaginellaceae y Pteridaceae con 2 y 4 especies TD,
respectivamente, y un total de 83 y 62 especies reportadas por la CONABIO (2008),
respectivamente. El segundo criterio de seleccion se basé en la revision de la literatura para
determinar de qué grupo habia méas estudios relacionados a la TD encontrando que un
miembro de la familia Selaginellaceae (S. lepidophylla) es una de las plantas de resurreccion
méas estudiadas (Tabla 3.1), ya que esta especie se ha usado para algunos estudios
metabolicos, ultraestructurales y fisioldgicos, ademas de los ya mencionados (Pampurova y

Van Dijck, 2014). Por estas razones se eligio el género Selaginella como grupo de estudio.

Después de seleccionar el género Selaginella, se inicio la tarea de recopilar las especies que
han sido reportadas en México tanto por informacion de la CONABIO como del Herbario
Nacional de México (MEXU). De este modo, se elabord una base de datos con los nombres
de las especies y su distribucion. En este trabajo se logro identificar otras 4 especies (S.
convoluta, S. peruviana, S. pilifera y S. sellowii) reportadas como tolerantes en el trabajo de
Proctor y Pence (2002), pero que no indicadas con distribucion en nuestro pais. Con un total
de 6 especies TD (Tabla 7.2), el género Selaginella se convirtié en el grupo con mayor

numero de plantas de resurreccion reportadas en Mexico.
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Posteriormente, fue necesario obtener el material biologico mediante solicitud a colecciones
boténicas y colectas en campo (Figura Al, en Anexos). Partiendo del principio de que en
sitios con bajos niveles de precipitacion era mas probable encontrar especies TD, y en sentido
contrario, encontrar plantas intolerantes a la desecacion (no-TD) en ambientes con mayor
disponibilidad de agua, se seleccionaron sitios de colecta en base a sus niveles de
precipitacion anuales (Tabla 7.3) y el nimero de especies de Selaginella reportado (Figura
7.1). Los criterios de colecta resultaron adecuados al obtener especies de ambientes
contrastantes que diferian en la TD y con morfologias muy distintas (Tabla 7.4; Figura A2,
de laseccion de Anexos). Mediante esta estrategia se cubrid uno de los objetivos del presente

trabajo.

Del material biologico obtenido (de colectas en campo o donado) se realizaron ensayos para
determinar si los especimenes eran tolerantes o intolerantes. Para ello se utilizaron frondas
(Figura A3, partes de la planta), las cuales fueron expuestas a varios ciclos de deshidratacion
y posterior rehidratacion. Un estudio previo, evalud la viabilidad en periodos de tiempo
prolongados bajo condiciones controladas (Walters et al., 2005), encontrd que estd podia
definirse mediante el calculo del area de la hoja que se mantiene verde después de ser
rehidratada. Estos autores concluyeron que tuvieron que pasar mas de 6 afios para que la
viabilidad en frondas de S. lepidophylla se reduzca al 50%, mientras que en otra planta de
resurreccion como M. flabellifolia esta misma reduccion en viabilidad se observd poco

después de 1 afio.

Se determind la tolerancia de las especies incluidas en la Tabla 7.4, algunas de ellas ya
reportadas como TD (p. €j., S. lepidophylla y S. sartorii). Lo anterior se realizé6 mediante un
experimento sencillo que consistié en la toma de fotografias de un mismo tejido en estado
hidratado, deshidratado y rehidratado por varios ciclos. Las plantas intolerantes presentaron
oxidacion al ser rehidratadas desde el primer ciclo, situacion que se hizo mas evidente en el
tercer ciclo de rehidratacion. En cambio, las plantas tolerantes mantienen una coloracion
verde brillante ain en el tercer ciclo de rehidratacion, como se muestra en la Figura 7.2.
Mediante esta metodologia se establecié a S. extensa como TD, aunque ésta especie no ha

sido, hasta el momento, reportada como tal. Inclusive, el tejido se rehidrato después de mas
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de 8 meses de haber sido hidratado por ultima vez y todavia conservaba esa tonalidad verde

brillante (Figura A4, en Anexos).

En este trabajo se analizaron 9 especies distintas de Selaginella, representando sélo un poco
mas del 10% del total de especies reportadas en el territorio nacional (Tabla 7.2). Se logré
por primera vez clasificar a una de ellas como TD, por lo que este grupo presenta un gran
potencial para el descubrimiento de nuevas especies TD.

A pesar de los problemas que conlleva la experimentacidn con especies que no son modelos
de estudio y de que los reportes cientificos son limitados, la seleccién del género Selaginella
es importante e interesante, ya que representa una gran oportunidad para generar nuevo

conocimiento sobre un grupo de plantas poco estudiadas.

8.2 Diferencias en la pérdida de agua y actividad fotosintética entre diferentes especies
de Selaginella

En plantas con tolerancia a la desecacion modificada (Figura 3.3) la pérdida de agua es mas
lenta (p. ej., puede ocurrir en un periodo de dias o inclusive semanas en su ambiente natural
[Proctor y Pence, 2002]) comparada con aquellas que presentan tolerancia constitutiva
(liquenes, algas y briofitas desérticas pueden alcanzar un secado casi completo dentro de una
hora [Toldi et al., 2009]). Algunos autores como Yobi et al. (2012) hacen énfasis en que la
velocidad de la pérdida de agua resulta crucial al proveer mas tiempo para la induccion de

mecanismos de proteccion en las especies TD a diferencia de las no-TD.

Se realizaron cinéticas de pérdida de agua con la finalidad de determinar si las especies TD
evaluadas en este trabajo efectivamente pierden mas lentamente el agua comparadas con las
no-TD (Figura 7.3, y Figura A5 de la seccion de Anexos). Se observé que en el caso de las
especies con morfologia de roseta, la pérdida de agua fue mas lenta en la planta tolerante, en
comparacion con aquella sensible a la sequia (Figura 7.3). Esta caracteristica podria ser
necesaria, en principio, para conferir mas tiempo en la induccién de mecanismos de

proteccidn para evitar el dafio celular producido por el estrés hidrico. El estudio realizado por
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Yobi et al. (2012) también muestra este mismo comportamiento al analizar especies de

Selaginella que difieren en su capacidad para tolerar la desecacion.

Sin embargo, esto no se cumplié en el caso de las especies postradas (Figura 7.3, y Figura
A5 de Anexos), ya que la pérdida de agua entre especies tolerantes e intolerantes no resultd
estadisticamente significativa. Tampoco se observd una tendencia clara. Este
comportamiento sugiere que las plantas Selaginella TD con morfologia postrada no pierden
mas lento el agua que sus contrapartes intolerantes. No obstante, serd necesario realizar mas

estudios para tener resultados méas concluyentes sobre este aspecto.

Las plantas TD tienen la capacidad de retomar su ciclo de vida una vez que se rehidratan,
activando procesos tales como la fotosintesis una vez que el estatus de agua se recupera en
la célula. Por lo tanto, la medicion de la actividad fotosintética puede ser un buen parametro
para determinar la viabilidad de un tejido después de la rehidratacion en el supuesto de que
se traten de plantas homoioclorofilas (Figura 3.3), como es el caso de especies del género
Selaginella. Se sabe que la asimilacion de CO disminuye en condiciones de estrés hidrico,
debido principalmente a una reduccién en la conductancia estomatica y la concentracion de
CO: en cloroplasto mas que un efecto directo del contenido de agua (Dinakar et al., 2012).
En la Figura 7.6 se observa que en todas las especies hubo una disminucion significativa de
la fotosintesis al poco tiempo de haber iniciado la pérdida de agua, cuantificando incluso
valores negativos, indicadores de procesos respiratorios, durante la deshidratacion. Estos
experimentos no permitieron determinar el contenido de agua en el cual las especies
estudiadas suspenden la asimilacién de COa, pero esto parece suceder cuando el contenido
de agua se reduce entre el 55 — 50% para la especie tolerante S. lepidophylla (Figura 7.6).
Tendencias similares se han observado en la planta de resurreccién Sporobolus stapfianus,
en la que la fotosintesis decrece gradualmente conforme el contenido de agua disminuye,
hasta detenerse por completo cuando se alcanza un contenido relativo de agua de alrededor
del 45% (Griffiths et al., 2014). Estudios como el realizado por Pandey et al. (2010) en la
especie tolerante S. bryopteris muestran que la fotosintesis se restablece a sus niveles
normales a las 12 h de la rehidratacion subsecuente a un proceso de desecacion. La

recuperacion de los niveles fotosintéticos en la rehidratacion no fue lo esperado en las plantas
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de resurreccion incluidas en este estudio (S. lepidophylla y S. extensa), aunque esto pudo
haberse debido a la sensibilidad del equipo ante el exceso de agua. Este problema se resolvid
al analizar la actividad de fotosintética en base a la diferencia entre la entrada y salida de
CO», donde se observo que las plantas tolerantes rehidratadas alcanzan niveles mas cercanos
al estado inicial anterior a la deshidratacion (Figura 7.5). Con este ajuste de los datos se
logré demostrar que frondas de una especie TD, como S. lepidophylla, se mantienen viables
al tener la capacidad de activar la fotosintesis, en cuanto a fijacion de CO> se refiere, después

de un tratamiento de desecacion.

Es importante mencionar que estas mediciones de fotosintesis representan un ensayo
preliminar, ya que para tener resultados totalmente concluyentes es necesario repetir el
ensayo considerando otros parametros, como la intensidad luminosa, ya que las especies
analizadas provienen de habitats contrastantes en condiciones de exposicion a la luz. Por
ejemplo, las especies provenientes de selva baja caducifolia estan expuestas a altos niveles
de radiacion, comparadas con aquellas de bosque de pino y encino, donde la exposicién es
menor ya que la luz se filtra a través de los arboles. También se debe considerar la hora del
dia para la toma de lecturas, ya que la fotosintesis en Selaginella como todas las plantas, esta
regulada por la hora del dia (Soni et al., 2012). Ademas, se requiere establecer las condiciones
que permitan obtener lecturas mas estables durante la rehidratacion, ya que se puede tener un
cierto grado de error debido a la cantidad excesiva de agua dentro de la camara, que influye

en el calculo de diversos parametros asociados a la fotosintesis.

8.3 La especie Selaginella pallescens, ¢es una especie tolerante o intolerante a la
desecacion?

Con excepcion de S. denticulata y S. delicatissima, el resto de las especies que aparecen en
la Tabla 7.4 no se adaptaron a las condiciones de laboratorio. En el caso de las especies
intolerantes o con tolerancia indefinida, el efecto fue mas drastico, ya que éstas murieron
después de uno o dos meses de haber sido colectadas. Por esta razon, fue necesario realizar

colectas cada vez que se requeria material para los experimentos.
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Como muestra la Tabla 7.4, los especimenes B-2504 y 5-1107, que fueron colectados en
sitios distintos, ambos fueron identificados como S. pallescens (Figura A2, en Anexos).
Como indica Abundiz-Bonilla y Tejero-Diez (1990), este tipo de especie puede tener una
amplia versatilidad de ambientes al crecer tanto en sitios secos como hdmedos,
desarrollandose como litofita (que crece en, o sobre, la roca) o terrestre. También crece en
lugares expuestos o de sombra, y en varios tipos de suelo, y estd asociada a vegetacion
diversa, que va desde el bosque tropical hasta los matorrales xeréfilos (los incisos a, by ¢ de
la Figura A2 en la seccion de Anexos; muestran parte de la diversidad que puede tener S.

pallescens).

Del ensayo de los tratamientos de deshidratacion y rehidratacion (Figura 7.2), se podria
clasificar al espécimen 5-1107 como no-TD, lo que lo colocaba como un buen candidato para
la comparacion con una planta TD con morfologia similar (p. €j., S. lepidophylla). Al tratarse
de la misma especie que la muestra B-2504, se tomo la decision de realizar con ésta los
experimentos de fotosintesis, por la cercania al sitio de colecta (Tabla 7.4). Pero a diferencia
de 5-1107, la oxidacion en B-2504 no fue tan evidente en la rehidratacion; ésta presento,
ademas, un plegamiento méas ordenado y compacto en la desecacion (Figura A7, en Anexos).
Inclusive, se detectd actividad fotosintética 10 h después de la rehidratacion (Figura 7.5),
dando indicios de que fue tejido que sobrevivié al proceso de pérdida de agua.

Curiosamente los especimenes B-2504, provenientes de un ambiente con una mucha mayor
disponibilidad de agua, ya que fueron localizadas creciendo cerca de un rio, aparentemente
presentaron menor oxidacion durante la rehidratacion que la muestra 5-1107; ademas,
mostraron actividad fotosintética durante la rehidratacion. Para explicar este comportamiento
se pueden formular varias hipétesis. Una podria adjudicarse a la identificacion (realizada a
nivel morfologico), la cual podria haber clasificado como una misma especie a organismos
diferentes. Otra podria considerar que las diferencias observadas se debieron a que las plantas
fueron colectadas y analizadas en épocas del afio distintas (p. €j., 5-1107 en verano, y B-2504
en otofio), lo que podria haber modificado la TD en esta especie, la cual es posible que sea
adquirida temporalmente para afrontar periodos con menor disponibilidad de agua. Es

necesario realizar mas estudios al respecto de las muestras clasificadas como S. pallescens
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para poder definirla como una misma especie, determinar su capacidad como tolerante o

intolerante a la desecacion, y para realizar andlisis filogenéticos, entre otros.

Se determind que la integridad del RNA se mantiene durante todo el proceso de pérdida de
agua (Tabla 7.5) incluso en las plantas no-TD (aungue es necesario tomar en cuenta el factor
tiempo en la integridad del estado desecado). Sin embargo, éste se degrada una vez que el
tejido es rehidratado en las especies no-TD (Figura 7.10), aunque el RNA extraido de tejido
de S. pallescens (espécimen 5-1107) mantuvo la integridad después de la rehidratacion, a
diferencia de otras especies intolerantes (Figura 7.10 y Tabla 7.5). Esto ocurrié a pesar de
que esta especie no posee algunos mecanismos necesarios para la TD como la proteccion
contra dafio oxidativo (Figura A10, en Anexos) ni una respuesta mecanica similar a las
plantas TD (Figura 7.9). Debido a estas caracteristicas, se clasifico a S. pallescens
(espécimen 5-1107) como una especie con tolerancia parcial. Esta clasificacion esta sujeta a

ser verificada mediante estudios adicionales.

8.4 Frondas de Selaginella como un primer acercamiento para entender la TD en la
planta completa

La comparacién entre diferentes especies fue uno de los objetivos del presente trabajo. El
cumplimiento de este objetivo representd, sin embargo, superar varios retos, como el
establecimiento de un sistema para hacer equiparables los tratamientos aplicados a cada una
de las especies. Al estudiar la respuesta a la pérdida de agua y su posterior rehidratacion, lo
ideal hubiera sido tener un enfoque de lo que sucede en la planta completa. Sin embargo, las
plantas empleadas en este trabajo presentaban diferencias contrastantes, no sélo en cuanto a
morfologia, sino también en el tamafio (p. ej., diametro de roseta de hasta 25 cm en unas
especies contra tan solo de 10 cm en otras), altura de la planta (p. €j., plantas del tipo erecta
de hasta 50 cm contra postradas de 5-2 cm de altura), tipo de sustratos (p. ej., suelos ricos en
materia organica con alta retencion de agua, contra roca), etc. (la Figura A2 en Anexos
muestra diferencias en cuanto a morfologia, tipos de vegetacién, sustratos). Todos estos
factores complicaron el analisis de la planta completa, si el objetivo era estudiarlas con la
méaxima uniformidad de condiciones posible. Ademas de que no se dispondia de individuos

con el mismo tiempo de vida, debido a la falta de correlacion entre el tamafio y la edad en
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este tipo de plantas (Dr. Klaus Mehltreter, comunicacion personal). Otra problematica fue la
limitacion de material, ya que en la mayoria de los casos se tratd de poblaciones aisladas con
un ndmero reducido de individuos, de las cuales no se pudo disponer de un numero
significativo de individuos, ya que al hacerlo se afectarian sus comunidades. Por todo lo
mencionado anteriormente se determin6 emplear frondas de varios individuos en lugar de las

plantas completas.

Los ensayos realizados muestran que las frondas de especies TD no perdieron vitalidad aun
después de varios ciclos de deshidratacion — rehidratacion. Ademas, conservaron la
capacidad mecénica para plegarse o enrollarse en respuesta a la pérdida de agua (Figura 7.2
y A4). Y apesar de que los experimentos de fotosintesis no fueron concluyentes, se confirmé
que el tejido de las plantas tolerantes fue capaz de reactivar la fotosintesis después de la

desecacion (Figuras 7.4 y 7.5).

Como muestra el trabajo de Pandey et al. (2010), las frondas de S. bryopteris (una especie
TD) presentaron respuesta asociada a la tolerancia a la desecacion al incrementar la actividad
de enzimas antioxidantes (especificamente superdxido dismutasas, ascorbato peroxidasa y
catalasas), la cual fue acompafiada de la induccién del metabolismo de carbohidratos
(conversion de la sacarosa por actividad de invertasas), de solutos compatibles (acumulacion
de prolina) y la reactivacion de la fotosintesis durante la rehidratacion. Los resultados
obtenidos indicaron que el tejido utilizado (en este caso frondas), mantuvo la viabilidad adn
después de haberlo separado del resto de la planta y posteriormente haberlo desecado.
Ademas, mantuvo la capacidad de responder ante la pérdida de agua y permanecio
aparentemente viable al recuperar los niveles de actividad fotosintética que tenia antes de la
desecacion. Mencionado lo anterior, podria considerarse que las frondas de Selaginella
serviran de modelo para discernir la respuesta y mecanismos que se activan en estas plantas
durante la desecacion y rehidratacion, indicando los procesos que ocurren en la planta

completa.

La pérdida de agua en frondas de diferentes especies de Selaginella presenté un

comportamiento muy similar (Figura 7.8). Las frondas experimentaron una pérdida de agua
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acelerada al inicio de la deshidratacion, teniendo una caida drastica del contenido de agua
durante las primeras horas del tratamiento siendo mas pronunciada en las especies

intolerantes.

Comparando con otro estudio (Yobi et al., 2012), la pérdida de agua en frondas de S.
lepidophylla fue en parte comparable a la reportada en la planta completa, aunque estos
autores no utilizaron el mismo pardmetro utilizado en este trabajo para expresar la cantidad
de agua, en el cual se manej6 el contenido relativo de agua (RWC). Sin embargo, la medida
puede ser equivalente. En condiciones de laboratorio, la planta completa alcanzé alrededor
del 10 % de RWC a las 12 h de haber iniciado el secado (Figura A8, en Anexos), mientras
que en los experimentos realizados en este trabajo, este mismo porcentaje se alcanzo
exactamente a las 12.13 h de iniciado el tratamiento. Esto indico que la velocidad en la
pérdida de agua en condiciones de laboratorio entre frondas y la planta completa es

equiparable.

8.5 Diversidad génica dentro del género Selaginella

Para nuestro estudio se decidié seleccionar las especies S. lepidophylla y S. extensa por ser
plantas TD con morfologias contrastantes. El objetivo de este disefio experimental era
determinar mecanismos comunes a la tolerancia no sélo presentes en ambos tipos de plantas,
sino también especificos de cada morfologia. Se eligio la especie S. denticulata para tener la
contraparte intolerante a la pérdida de agua, y con ésta determinar cuales de los mecanismos
son respuestas propias a la deshidratacién o rehidratacion en las plantas TD, que estan
ausentes en las plantas no-TD. Se selecciond la especie S. pallescens de la muestra 5-1107
porque aparentd tener una tolerancia parcial a la pérdida de agua, ya que el RNA no se
degradd cuando el tejido fue rehidratado (Figura A9, en Anexos) aunque el tejido sufrio
cierto grado de oxidacion al rehidratarlo (Figura A10, en Anexos). La seleccion de estas
especies permitid tener un panorama global de los mecanismos y respuesta que sucede en
plantas completamente tolerantes, comparando con los que se presentan plantas con una

tolerancia parcial o de los cuales carecen las plantas intolerantes a la desecacion.
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La seleccion de los contenidos de agua y tiempos de toma de muestra para evaluar expresion
génica se realizé considerando como condicion control cuando las frondas se encontraban
totalmente hidratadas. El primer punto de muestreo durante la etapa de deshidratacion se
realizd al 70% de contenido de agua, acorde a lo observado en las lecturas de fotosintesis de
la Figura 7.6. Este pardmetro se selecciond ya que casi todas las especies mostraron una
reduccion significativa en su actividad fotosintética al deshidratarse, lo que fue un indicio de
que las plantas habian sufrido un efecto fisioldgico negativo al alcanzar este nivel de
contenido de agua. Se decidio, ademas, evaluar la expresion global de cada especie al 50 y
10% de contenido de agua: el primero, por tratarse de un punto de efecto intermedio vy, el
segundo, por su significado bioldgico, ya que a estos niveles tan bajos no hay suficiente agua
para formar una monocapa alrededor de las macromoléculas (Alpert, 2005). Ademas, se
seleccionaron dos tiempos adicionales después de la rehidratacion, con el propoésito de tener
un tiempo temprano (p. ej., a las 2 h), y otro en el que se considera que la planta podria haber

alcanzado su funcionamiento normal (p. ej., a las 6 h).

Como resultado de la secuenciacion se obtuvieron entre 120 y casi 200 millones de lecturas
para cada especie, conservando alrededor del 90% de ellas después de haber sido procesadas
(Tabla 7.6). Se eligio6 el ensamblador Trinity para procesar los transcriptomas ya que es una
de las herramientas con mayor desempefio y exactitud en el ensamblaje de la mayoria de los

transcritos presentes en una muestra (Honaas et al., 2016).

Algunas de las métricas méas aceptadas para determinar si el ensamblado de un transcriptoma
es adecuado 0 no, es tener una alta proporcion de las lecturas crudas que mapean contra el
ensamblado y una estadistica Nso alta (Honaas et al., 2016). Como se puede ver en la Tabla
7.7, ambos parametros se cumplieron en cada uno de los ensamblados de las diferentes
especies. Comparando con el numero de transcritos codificantes de la especie S.
moellendorffiii (especie secuenciada) se observd que los ensamblados de las especies S.
extensa y S. pallescens son lo méas cercanos a ese niumero, mientras que el nimero de genes
de la especie S. lepidophylla esta por encima de ese valor y el ensamblado de la especie S.
denticulata resulté en un nimero casi 2.5 veces mas alto de genes. Lo anterior resulté ilégico,

aun tratandose de un hibrido entre especies o un evento de duplicacién reciente. Tomando
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otras estadisticas como la longitud promedio de los transcritos se determind que el valor mas
cercano al de la planta secuenciada fue el obtenido para la especie S. pallescens. Al realizar
andlisis adicionales de las lecturas y del ensamblado de S. denticulata, se encontr6 que las
librerias de rehidratacion podrian tener una posible contaminaciéon, por lo que para motivos
de este trabajo tuvieron que ser descartadas (ver explicacion detallada en la seccién de

Anexos).

Después de realizar todo el proceso de anotacion de los transcriptomas se observo que mas
del 55% de los genes de las especies S. extensa y S. lepidophylla tenian algin tipo de
anotacion, y un poco mas del 65% en el caso de S. pallescens (Tabla 7.8). Analizando la
Tabla 7.8 es evidente que de las especies analizadas en este estudio, S. pallescens es la
especie que tiene un mayor porcentaje de genes homélogos a S. moellendorffii, lo que indica
que se trata de la planta més cercana filogenéticamente. Lo cual coincidio con lo descrito por
varias filogenias de Selaginella basadas en la secuencia del gen rbcL, en la que aparecen en
clados cercanos S. moellendorffii y S. pallescens, mientras que las especies S. lepidophylla 'y
S. extensa por lo general aparecen igualmente alejadas de S. moellendorffii pero en clados
contiguos una de otra (Zhou et al., 2015; Arrigo et al., 2013; Korall y Kenrick, 2002).

Al realizar comparaciones entre especies en base a sus anotaciones de Arabidopsis 0
Selaginella (Figura 7.14) se detect6 que hay una mayor cantidad de términos compartidos
entre las especies con la misma morfologia (S. pallescens y S. lepidophylla) que entre
especies que tienen la misma capacidad de tolerar la desecacion (S. lepidophyllay S. extensa),
contrario a lo indicado por estudios filogenéticos (Zhou et al., 2015; Korall y Kenrick, 2002).

8.6 Diferencias transcripcionales en la respuesta a la deshidratacion y rehidratacion
entre especies de Selaginella

La Figura 7.18 muestra los perfiles de expresion de los genes que fueron diferencialmente
expresados en alguna de las condiciones analizadas. Los patrones de expresién mostraron
conjuntos de genes que son regulados en la etapa de deshidratacién o en la de rehidratacion,
otros que se activan en una condicion o tiempo especifico, o que son comunes a todo el

proceso. Ademas, se detectaron otros con comportamientos muy variables en las especies
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TD. Este tipo de regulacion de genes, en la cual la actividad de conjuntos de genes ocurrio a
tiempos especificos de la deshidratacion y rehidratacion, podria ser responsable de la
tolerancia, a diferencia de la planta con tolerancia parcial, en la cual la mayoria de sus genes

permanecieron inducidos o reprimidos en todas las etapas.

En cuanto al nimero de genes diferencialmente expresados (Tabla 7.9), se puede observar
que S. lepidophylla fue la especie con el mayor nimero de genes que responden ante la
deshidratacion y la rehidratacion. También es importante resaltar que en las especies TD
(especificamente en S. extensa y S. lepidophylla), se detecté un mayor nimero de genes
inducidos que reprimidos practicamente en todas las condiciones analizadas, mientras que el

efecto contrario se observo en la especie con tolerancia parcial.

Al comparar genes diferencialmente expresados en base a su anotacion de Selaginella y
considerando todos aquellos que fueron significativos en alguna etapa de la deshidratacién o
tiempo de la rehidratacion (Figura 7.19), se determind que S. extensa y S. lepidophylla
comparten un mayor namero de genes involucrados en la respuesta a la pérdida de agua y en
la rehidratacion. EI nimero fue mucho menor al comparar los genes compartidos entre
cualquiera de las especies TD con los genes diferencialmente expresados en la planta con
tolerancia parcial (es decir, S. pallescens). Como consecuencia, Se encontraron muy pocos
genes comunes de respuesta a la deshidratacion o rehidratacion en las tres especies
estudiadas. Anteriormente, se habia definido que después de ser anotados los transcriptomas,
las plantas con igual morfologia, como S. lepidophylla y S. pallescens, comparten una mayor
similitud en base a sus identificadores de Arabiposis o Selaginella (Figura 7.14). Sin
embargo, mas adelante se encontré que el nimero de genes diferencialmente expresados
compartidos entre especies fue mucho mayor entre S. lepidophylla y S. extensa, mostrando
que por lo menos hasta ahora un pequefio conjunto de genes relacionados a la TD es
compartido entre las especies tolerantes. Considerando que la mayor parte de los genes
diferencialmente expresados no son comunes entre las especies gener6 un indicio de que las
respuestas no estan siendo mediadas por los mismos genes en el supuesto de tratarse de genes
homologos (aunque en este caso se realiz6 en base al homdlogo en S. moellendorffii). Para

poder concluir si efectivamente se regulan los mismos genes en las diferentes especies en
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respuesta a la deshidratacion o rehidratacion, serd necesario identificar los genes ortdlogos
entre ellas y determinar si se encuentran diferencialmente expresados en cada una de estas

condiciones.

8.7 Explicando la TD en términos de categorias funcionales

Los enriquecimientos funcionales nos muestran un panorama de la TD en este grupo de
plantas, aunque es importante mencionar que es incompleto pues se limita a solo aquellos
genes diferencialmente expresados con un homologo en Arabidopsis. Las categorias
funcionales enriquecidas de los genes inducidos se muestran en las Figuras 7.20, 7.21y 7.2.
La especie con un mayor nimero de categorias enriquecidas fue la especie S. lepidophylla,
seguida por S. extensa y por tltimo S. pallescens (se incluyen listas con las subcategorias y

sus respectivos conteos en la seccion de Anexos).

Se identificaron categorias en comdn y Unicas de la etapas de deshidratacion y rehidratacion
entre las especies S. extensa y S. lepidophylla (ambas TD, con morfologia postrada y roseta,
respectivamente) (Figura 7.23), asi como entre S. lepidophylla y S. pallescens (tolerancia

completa y parcial respectivamente; ambas con morfologia de roseta) (Figura 7.24).

Una diferencia entre las especies TD y las no-TD es el tiempo en el que detectan la condicion
de estrés y la activacion de cascadas de sefializacion. Mientras que las plantas TD mantienen
inducidos genes relacionados a estrés (principalmente del tipo abiotico, por calor, frio y
sequia/salinidad, entre otros) durante la deshidratacién y rehidratacién, la planta con
tolerancia parcial sélo lo hizo durante la rehidratacion (Figura 7.22), lo que sugiere que la
planta con tolerancia parcial detecta la condicion de estrés de manera tardia. Como muestra
el trabajo de Ma et al. (2015), la planta de resurreccion M. flabellifolia involucra hasta 484
proteinas quinasas y 295 factores de transcripcion (inducidos y reprimidos) durante la
respuesta a la desecacion, que involucra la activacion de mecanismos de proteccion
dependientes e independientes de ABA. La categoria de sefializacion sélo fue significativa
en las plantas TD, identificando algunas quinasas y un namero considerable de genes
relacionados a sefializacion por calcio. La transduccion de sefiales por calcio es estimulada

por diferentes tipos de estrés abiotico, en especial por la sequia (Hong-Bo et al., 2008), misma
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que no esta presente en S. pallescens cuando se le somete a estrés por déficit de agua. Dicho
patron sugiere que probablemente no se estén activando mecanismos necesarios para adquirir

la tolerancia dependientes de la sefializacion por calcio.

La Figura 7.23 muestra que hay un numero considerable de categorias compartidas entre las
plantas TD potencialmente necesarias para la tolerancia, pero no necesariamente
dependientes de las adaptaciones morfologicas 0 mecénicas que cada especie posee. Como
se menciono en la seccion de Antecedentes, es de vital importancia la modificacion de la
pared celular para evitar un dafio permanente e irreversible debido a la pérdida del agua
(Moore et al., 2008). Solamente la especie S. lepidophylla mostré un enriquecimiento en la
categoria de pared celular, induciendo principalmente mecanismos de modificacién asi como
la sintesis de precursores y proteinas de la pared celular. Sin embargo, en la categoria de
metabolismo secundario, resaltan genes involucrados en la sintesis fenilpropanoides
especificamente aquellos relacionados con la biosintesis de lignina. Con respecto a esto,
reportes anteriores en raices, sefialaron que un incremento en la cantidad de lignina aumenta
la fuerza mecéanica de las paredes celulares ayudando a minimizar la pérdida de agua
(Brunner et al., 2015). Una respuesta similar durante la desecacion fue observada en la planta
de resurreccion Haberlea rhodopensis, al inducir genes relacionados a la sintesis de lignina
con la finalidad de remodelar la arquitectura de la pared celular (Gechev et al., 2013).

Como se mencion6 anteriormente, la fluidez de la membrana puede estar dada por una
remodelacion de los lipidos totales. Las tres especies de Selaginella mostraron el mismo
comportamiento al estar mayormente enriquecida la subcategoria de degradacion de lipidos
en las Gltimas fases de la deshidratacion y durante la rehidratacion. Sin embargo, la
comparacion con otras subcategorias sugiere que ocurre mas bien un recambio en la
composicion de la membrana, ya que todas las especies también estuvieron enriquecidas en
la sintesis y elongacion de acidos grasos. En este sentido, el enriquecimiento de genes
catalogados dentro de la categoria asociada a la desaturacién de &acidos grasos en S.
lepidophylla, categoria que esta asociada a un incremento en la tolerancia al estrés hidrico
(Zhang et al., 2005), representd uno mas de los tantos mecanismos que podrian contribuir a

la TD en esta especie.
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Las plantas de resurreccion homoioclorofilas retienen la clorofila al secarse. Sin embargo, a
pesar de encontrarse en un estado desecado, la clorofila sigue excitandose por la luz, por lo
que el flujo de electrones continla a través del fotosistema. Esta energia puede ser transferida
al oxigeno para formar especies reactivas de oxigeno como singuletes, superdxidos y
perdxido de hidrogeno (Pandey et al., 2010). Una de las caracteristicas mas sorprendentes de
las plantas de resurreccion es su capacidad para evitar el dafio oxidativo, teniendo numerosos
sistemas de control para prevenir la formacion de especies reactivas de oxigeno, incluyendo
antioxidantes. Las plantas Selaginella TD presentan en comun genes que codifican para
enzimas antioxidantes como tiorredoxinas, dismutasas y catalasas, y de glutation y ascorbato
(ver listas de subcategorias en Anexos). Sin embargo, los perfiles de expresion son distintos,
ya que mientras que en S. lepidophylla los encontramos inducidos en el estado desecado y
durante la rehidratacion, S. extensa se limita a la etapa de deshidratacion. La especie S.
pallescens también induce genes involucrados en la sintesis de ascorbato y glutation, y de
tiorredoxinas pero en menor grado. Lo anterior probablemente explique la oxidacion
observada en el tejido de S. pallescens al rehidratarlo (Figura A10, en Anexos). Al parecer,
lainduccidn de genes de enzimas peroxidasas y catalasas es comun entre especies Selaginella
TD, ya que en S. bryopteris se determind que la presencia y actividad de enzimas peroxidasas
y catalasas (especificamente APX y varias isoformas de CAT, respectivamente) aumento
considerablemente en el estado desecado limitando la acumulacion excesiva de H20>
(Pandey et al., 2010). La induccion de catalasas como respuesta a la pérdida de agua también
ha sido vista en otras plantas de resurrecciébn como H. rhodopensis. En esta especie, la
aplicacion de un inhibidor de catalasas incrementd la sensibilidad a la desecacion,
demostrando la importancia de este tipo de enzimas en la TD (Gechev et al., 2013). La
categoria sobrerrepresentada denominada “Miscellaneous enzyme families” (Figuras 7.20,
7.21 y 7.22) incluye genes que codifican para las enzimas glutation S-transferasas y
peroxidasas, que tambien son parte de los sistemas antioxidantes en plantas. El
enriquecimiento de estos genes se observo en las etapas finales en S. lepidophylla, y en la
parte media del tratamiento en S. extensa. Como parte del metabolismo secundario también
se enriquecio la categoria de genes responsables de la sintesis de flavonoides. Se conoce que
estos metabolitos tienen actividad antioxidante, y que al ser acumulados pueden mejorar la

tolerancia a la sequia y al estrés oxidativo en plantas no-TD (Nakabayashi et al., 2014). Sin
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embargo, debe tomarse en cuenta que esta subcategoria también se enriquecié en la especie

con tolerancia parcial, lo que sugiere que su rol en la TD pudiera ser menor.

La categoria de proteinas resulto enriquecida durante la deshidratacion, la rehidratacion o en
ambas en todas las especies (Figura 7.23 y 7.24). Cabe resaltar un hallazgo interesante en
dicha categoria en el caso de la especie tolerante S. lepidophylla, ya que aparentemente es
capaz de prepararse para inducir la sintesis de proteinas desde la Ultima etapa de
deshidratacion (10% de contenido de agua) y que este proceso continua durante la
rehidratacion, principalmente en lo que se refiere a la sintesis de proteinas asociadas a
ribosomas y su biogénesis. Este comportamiento es un indicativo méas de los procesos que
pudieran contribuir a la viabilidad del tejido. S. extensa mostré un comportamiento similar,
pero éste se inicid desde el 50% de contenido de agua y concluyd a las 2 h de rehidratacion.
A diferencia de la planta con tolerancia parcial (S. pallescens) el principal componente
enriquecido en la categoria de proteinas resultd ser el involucrado en la induccion de sistemas

de degradacion, los cuales se mantuvieron durante todo el tratamiento.

Otras proteinas esenciales para la TD son las del tipo LEA por sus posibles roles en la
estabilizacion de otras proteinas y proteccion de actividades enziméticas en condiciones de
deficiencia de agua, ademas de prevenir la agregacion de proteinas en la desecacion (van den
Dries et al., 2011). Estas proteinas estan incluidas en la categoria de desarrollo, y resultaron
comunmente enriquecidas en las especies con tolerancia completa (S. lepidophylla) y parcial
(S. pallescens), respectivamente, mientras que el nimero de genes codificantes para proteinas
del tipo LEA fue mayor en la especie TD que en la de tolerancia parcial. Como mencionan
Dinakar y Bartels (2013), la expresion de transcritos codificantes para proteinas LEA es una
respuesta comun entre especies tolerantes e intolerantes a la desecacién, y que la mayor
diferencia reside en la abundancia de dichos transcritos. Por esta razon sera necesario
comparar los niveles de expresion de dichos genes para poder determinar su influencia en la
adquisicion de la TD. A pesar de que los genes no resultaron enriquecidos en la especie S.
extensa (planta TD), no debe descartarse que dichas proteinas participen en la adquisicion de

la tolerancia a la desecacidn esta especie. Por ello, es necesario realizar mas analisis para
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confirmar la presencia de estas proteinas en la especie S. extensa y en general para definir su

rol en el género Selaginella.

La fijacion de carbono por medio de la fotosintesis se reduce durante el estrés por déficit de
agua, y esto se debe principalmente a una disminucion en la disponibilidad de CO; para la
enzima ribulosa-1,5 bisfosfato carboxilasa-oxigenasa causada por la limitacion en la difusion
de CO a traves de los estomas cuando estos se cierran para evitar la transpiracion excesiva
(Dinakar et al., 2012). Los ensayos realizados mostraron que la fotosintesis se detiene al poco
tiempo de haber iniciado el tratamiento de deshidratacion (Figuras 7.4 y 7.6), a pesar de que
este tipo de plantas no poseen mecanismos eficientes para regular la apertura y cierre de sus
estomas, por lo que tienen tasas de transpiracion altas y baja eficiencia en el uso del agua
(Soni et al., 2012). Los mecanismos responsables de inactivar la fotosintesis en las plantas
de resurreccion suelen variar dependiendo de la especie (Dinakar et al., 2012). En relacion
con lo antes mencionado, era de esperar que genes relacionados a la fotosintesis fueran
reprimidos ante la pérdida de agua. Sin embargo, en las plantas Selaginella TD estudiadas
hay una induccion de genes involucrados en fotosintesis (Figuras 7.20 y 7.21), mientras que
la especie con tolerancia parcial mostré un comportamiento concordante con esta tendencia,
al reprimir genes relacionados a la fotosintesis conforme fue disminuyendo el contenido de
agua (Figura A13, en Anexos). Cabe mencionar que en el caso de S. lepidophylla, la
induccion se presento principalmente al alcanzar un contenido de agua del 10%, por lo que
es posible hipotetizar que en este punto dicha planta acumula genes de fotosintesis para una
reactivacion mas rapida de este proceso cuando la planta sea rehidratada. Los genes de
fotosintesis en S. extensa se inducen al alcanzar un contenido de agua del 50%. Curiosamente,
este comportamiento no fue acorde a las lecturas de fotosintesis obtenidas (Figura 7.6), ya
que en estos contenidos de agua incluso se tenian valores negativos de actividad fotosintética.
Autores como Dinakar y Bartels (2013) mencionan que algunos de los transcritos mas
abundantes en el estado hidratado y rehidratado de las plantas de resurreccion codifican para
proteinas involucradas en la fotosintesis y metabolismo de carbohidratos, y que los transcritos
relacionados a la fotosintesis decrecen gradualmente durante la deshidratacién. Aunque la
represion génica de este proceso no parece ser un comportamiento comun entre las plantas

de resurreccion, ya que estudios a nivel de proteinas en la especie Sporobolus stapfianus
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muestran que genes codificantes de enzimas del ciclo de Calvin incrementan su abundancia
en respuesta a la deshidratacion (Oliver et al., 2011). Este hallazgo coincidié con lo
observado en las especies de Selaginella TD, en las cuales fueron precisamente este tipo de

genes los que mostraron mayor induccion.

Otra de las categorias enriquecidas en las plantas TD fue la de transporte, la cual también
esta enriquecida en la planta que mostrd tolerancia parcial. Sin embargo, revisando las
subcategorias se encontré una clasificada como “Major Intrinsic Proteins” la cual incluye
acuaporinas, las cuales estan relacionadas con la TD como se menciond anteriormente. Dicho
resultado coincide con estudios en los que se ha demostrado que la sobreexpresion de este
tipo de genes aumenta la tolerancia a sequia (Zhou et al., 2012).

Los carbohidratos juegan un rol muy importante en la TD, principalmente en el ajuste
osmotico y la vitrificacion del citoplasma. Las especies tolerantes S. lepidophyllay S. extensa
mostraron enriquecimiento en genes relacionados al metabolismo de trehalosa y rafinosa
respectivamente, que se ha reportado que son unos de los principales azucares presentes en
el estado desecado de plantas de resurrecciéon (Dinakar y Bartels, 2013). A pesar de que
existen estudios que muestran que la acumulacién de trehalosa incrementa la tolerancia a la
sequia (Ashraf, 2010), su papel en la TD en plantas Selaginella aun es discutible, ya que se
ha mostrado que plantas intolerantes también acumulan este tipo de azlcar en respuesta a la

deshidratacién incluso a niveles mayores que las plantas tolerantes (Yobi et al., 2012).

Anteriormente se recalcé que el ABA es la principal hormona involucrada en la respuesta a
la pérdida de agua. En Selaginella lepidophylla se sabe que hay una respuesta a la
deshidratacion dependiente de ABA, ya que ésta es capaz de inducir factores de transcripcion
bZIP que se unen a elementos reguladores del tipo ABRE (lturriaga et al., 2006), ademas de
que genes que responden a la deshidratacion en Selaginella tamariscina (p. ej., ELIP, OST1
y varias LEA) también se inducen con la adicién de ABA (Liu et al., 2008). En las especies
S. pallescens y S. lepidophylla, parte la respuesta a la pérdida de agua parece estar mediada
por ABA, lo que indica que estas plantas utilizan una estrategia similar a la empleada por las

plantas vasculares complejas. Curiosamente en la especie TD S. extensa, no se detecto ningun
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gen relacionado con el ABA, a pesar de que en ésta también se observé un enriquecimiento
en la categoria de metabolismo de hormonas. Sin embargo, no debe descartarse la
participacion de ABA en la adquisicion de la tolerancia en S. extensa sin haber realizado mas

estudios.

Enlas Figuras 7.20, 7.21 y 7.22 se puede observar que una de las categorias mas enriquecidas
es la correspondiente a RNA, siendo el principal componente los factores de transcripcion
(FT). Entre los principales factores de transcripcion que se expresaron en las plantas TD y
que han sido probados para el mejoramiento de la tolerancia al estrés en cultivos de interés
agronomico (L6pez-Arredondo et al., 2015) estuvieron FT del tipo AP2/EREBP, MYB,
bZIP, “Zinc finger”, por mencionar algunos. La mayoria de éstos también estan presentes en
la especie S. pallescens, ademas de muchos otros. Hasta el momento no es posible concluir
nada sobre la diferencia en la TD entre las especies de Selaginella en términos de la
participacion de la actividad reguladora de los FT. Para ello serd4 necesario analizar las
condiciones o tiempos en los que se activan cada uno de ellos asi como la presencia de
dominios de proteina a nivel de secuencia y su relacion con la TD. Ademas, deberan
realizarse estudios méas avanzados que impliquen analizar los elementos reguladores de los
genes sobre los que actlan dichos FT presentes en la plantas TD, y cuéles de ellos estan
ausentes en las especies no-TD. Lo anterior tendré la finalidad de determinar el rol de este

tipo de proteinas en la tolerancia al estrés hidrico.

Las especies TD a diferencia de la que posee tolerancia parcial, estuvieron enriquecidas en
el metabolismo de aminoécido. Sin embargo, no se detectaron subcategorias relacionadas
con prolina pero si con GABA (“y-aminobutyric acid”), un aminoacido no proteico que es
capaz de acumularse en respuesta a estrés bidtico y abidtico, y que en la sequia tiene la
funcidn de regular la apertura del estoma para prevenir la pérdida de agua (Mekonnen et al.,
2016). La acumulacion de GABA en respuesta a la perdida de agua se ha detectado a nivel
metabolico en otras plantas de resurreccion como H. rhodopensis, en la que se propone que
actla como un inhibidor del crecimiento (especificamente la elongacion celular) durante la
deshidratacion (Gechev et al., 2013).
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IX.

CONCLUSIONES
El genero Selaginella es un modelo de estudio apropiado para entender la tolerancia
a la desecacion, por la amplia diversidad de mecanismos que han desarrollado sus
diferentes miembros como parte de su adaptacién a ambientes contrastantes en la
disponibilidad de agua. Ademas, del potencial para el descubrimiento de nuevas
especies TD.
Se comprobo que las frondas de especies de Selaginella TD se mantienen viables
después de la desecacion y presentan la misma respuesta de expresion génica vista en
organismos completos de otras plantas de resurreccion. Ademas mantuvieron la
capacidad mecénica de plegarse en respuesta a la pérdida de agua después de varios
ciclos de deshidratacion y rehidratacion.
La velocidad de la pérdida de agua en especies TD con morfologia de roseta es mas
lenta comparada con las no-TD, lo que probablemente se traduce en un mayor tiempo
para la induccién de mecanismos de proteccion celular para evitar o limitar el dafio
producido por déficit de agua.
Se definié a la especie S. pallescens de la muestra 5-1107 como una planta con
tolerancia parcial a la pérdida de agua, al mantener la integridad del RNA en la
rehidratacion después de un estado de desecacion, pero al carecer de los mecanismos
antioxidantes suficientes para evitar la oxidacion durante la rehidratacion y de las
adaptaciones mecanicas ante la pérdida de agua, que caracterizan a las especies TD.
Los patrones de expresion de genes diferencialmente expresados en las plantas TD
presentan un comportamiento mas variable en respuesta a los diferentes contenidos
de agua y tiempos de rehidratacién. Este comportamiento contrasté con el patrén
observado en la planta con tolerancia parcial, en la cual los genes fueron generalmente
inducidos o reprimidos sin importar la condicion. Ademas de que la deshidratacion y
rehidratacion en las especies TD promovi6 la induccion de genes, contrario a lo que
sucedié en la especie con tolerancia parcial, en la que se observo una mayor cantidad
de genes reprimidos.
Las plantas TD indujeron la expresion de genes relacionados a estrés desde el inicio
de la pérdida de agua y durante la rehidratacion, mientras que la planta con tolerancia

parcial lo hizo hasta la rehidratacion. Este comportamiento puede explicar algunas de

83



las diferencias entre plantas tolerantes e intolerantes a la desecacion, pues en la
especie parcialmente tolerante, la deteccion del estrés ocurrié cuando probablemente
el dafio ya estaba hecho.

La actividad fotosintética en plantas TD se detuvo a tiempos tempranos de la pérdida
de agua, no asi la expresion de genes relacionada a este proceso. Este patron indico
posiblemente que estas plantas acumulan transcritos durante la deshidratacion con la
finalidad de activar mas rapidamente este proceso esencial en la rehidratacion.
Existen algunos mecanismos comunes en plantas tolerantes con morfologias distintas
que son potencialmente necesarios para la TD como el metabolismo secundario
(especificamente sintesis de fenilpropanoides), sistemas antioxidantes (p. ej., enzimas
del tipo tiorredoxinas, dismutasas, catalasas, glutation S-transferasas y peroxidasas),
sefializacion por calcio, metabolismo de aminoacidos (sobre todo la sintesis de
GABA) vy proteinas de transporte (p. ej., algunas acuaporinas). Sin embargo, las
etapas en las que se expresaron estos genes fueron distintas.

Se identificaron posibles mecanismos de tolerancia Unicos asociados para cada
morfologia, como la desaturacion de lipidos de membrana en S. lepidophylla, y el
metabolismo de azUcares, favorecido a la sintesis de rafinosa, en S. extensa.

Se determind que hay mecanismos generales a la respuesta a estrés por déficit de agua
en plantas TD y no-TD (S. lepidophylla y S. pallescens respectivamente) como el
recambio en la composicion de lamembrana, la induccion de factores de transcripcién
involucrados en la adquisicion de la tolerancia vegetativa y en semillas, la regulacion

por ABA vy sintesis de proteinas del tipo LEA.
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X.

PERSPECTIVAS

Realizar mas estudios sobre S. pallescens; definir si se trata de una 0 méas especies,
determinar su tolerancia, relacionar su capacidad para tolerar la sequia en base a su
adaptacion a diferentes tipos de ambientes o estaciones del afio.

Realizar la anotacion y andlisis de expresion diferencial y enriquecimientos
funcionales de la especie S. denticulata para su comparacion con las demaés especies
de Selaginella y sus transcriptomas.

Identificar los genes ort6logos entre las especies secuenciadas.

Comparar la expresion de genes involucrados en la TD entre las diferentes especies
utilizando sus ortdlogos.

Realizar andlisis filogenéticos de los especimenes colectados.

Identificar rutas metabdlicas enriquecidas y cuantificar metabolitos relacionados a la

tolerancia en las especies TD, y comparar con las especies no-TD.
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FIGURA AL. Sitios de colecta donde se encontraron plantas del género Selaginella.
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FIGURA A2. Plantas en su habitat natural. Especimenes de las muestras B-2504 (A),
1a2-1906 (B) y 5-1107 (C) identificados como S. pallescens. Especimenes 10-1307
(D), 3a1-2106 (E) y 11-1407 (F) identificados como S. lepidophylla.
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FIGURA A2. Plantas en su habitat natural (continuacion). Especimenes de las muestras
A-2504 (G) y 4-1107 (H) identificados como S. delicatissima; 14-1407 (1) y 16-1507
(L) identificados como S. basipilosa; 12-1407 (J) y 1a1-1906 (K) identificados como
S. extensa y S. sartorii respectivamente.
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FIGURA A2. Plantas en su habitat natural (continuacion). Especimenes de las muestras
18-1607 (M), 7-1107 (N) y 9-1307 (P) identificadas como S. martensii, S. stellata y
Selaginella sp. respectivamente. La especie S. denticulata creciendo en invernadero
del jardin botanico del IB-UNAM.

S. Bryopteris fronds (a dorsal view) Dorsal view Ventral View

FIGURA A3. Frondas de la especie S. bryopteris. Extraida de Soni et al. (2012)
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FIGURA A4. Frondas en su cuarto ciclo de rehidratacion a los 8 meses de haber sido

colectadas.
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FIGURA A5. Pérdida de agua en frondas de plantas Selaginella con diferentes

morfologias.
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FIGURA AbL. Pérdida de agua en frondas de plantas Selaginella con diferentes
morfologias (continuacion).
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FIGURA A6. Pérdida con respecto al peso fresco durante la deshidratacion.
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FIGURA A7. Frondas de la planta S. pallescens utilizada para las lecturas de
fotosintesis. Frondas en la planta (A), en estado desecado (B) y rehidratadas (C).
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FIGURA AS8. Pérdida de agua entre especies que difieren en la TD. Se observa la
pérdida de agua en plantas completas de la especie tolerante S. lepidophylla

comparada con la especie intolerante S. moellendorffii. Modificada de Yobi et al.,
(2012).
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FIGURA A9. RNAs extraidos de S. extensa y S. pallescens (5-1107). EI RNA de la
especie S. pallescens no muestra signos de degradacion en la rehidratacion a pesar
de no tratarse de una planta con TD completa.

FIGURA A10. Frondas de S. pallescens (5-1107) a las 2h de la rehidratacion. Aspecto
de las frondas de S. pallescens antes de deshidratarse (superior), y oscurecimiento
del tejido al rehidratarse (inferior).
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FIGURA A13. Categorias funcionales enriquecidas reprimidas en S. pallescens.

ANALISIS DE LOS DATOS DEL TRANSCRIPTOMA DE S. denticulata

La especie S. denticulata (S.dent), una planta intolerante a la pérdida de agua, mantiene
integro su RNA durante todo el proceso de pérdida de agua, sin embargo, cuando el tejido es
rehidratado el RNA comienza a degradarse como puede observarse en la Figura 7.10. La
degradacion del RNA en la rehidratacion es un resultado esperado considerando que esta
especie no tolera la pérdida de agua, una vez rehidratada hay una inmediata oxidacion del
tejido, si el organismo esta senesciendo (si no es que ya murid) no es de sorprender que su
RNA se esté degradando. Por lo que se decidio hacer también la secuenciacion de estos
tiempos a pesar de la implicacion de generar librerias a partir de muestras degradadas.

El ensamblado se hizo con Trinity utilizando todas las condiciones (100, 70, 50 y 10%, 2h y

6h) utilizando los pardmetros por default de la version Trinity v2.1.1 y las estadisticas que
se obtuvieron de esta y las demas especies se muestran en la Tabla 7.7.
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Con excepcion de S.dent, las demaés especies tienen un nimero de genes y estadisticas
razonables. Por su exagerado nimero de genes/transcritos de S.dent, se decidi6 hacer
nuevamente un ensamblado considerando solo las librerias generadas con RNAs integros
(100, 70, 50 y 10%) tomando en cuenta que entre ellas sumaban un total de mas de 100 000
000 de lecturas, suficientes para tener una buena cobertura de todos los genes que se estan
expresando. De igual manera, se realizd otro ensamblado solo con las bibliotecas de
rehidratacion (2h y 6h), aunque estas tenia una menor cantidad de lecturas (poco mas de 30
000 000). En la siguiente tabla se muestran los resultados de estos dos tltimos ensamblados:

S.dent_2 S.dent 3

Total 'genes' 38018 20436
Total transcripts 62111 50477
Percent GC 49.74 53.23
#Stats based in all transcript contigs
Contig N50 2825 3417
Average length 165037 215691
TotalAssembledBases 102506311 108874126
Total Reads 104700744 31488479

S.dent_2=Assembly without the rehydration libraries
S.dent_3=Assembly with only the rehydration libraries

De la tabla anterior, podemos ver que curiosamente se ensamblan mas de 20436 genes con
tan solo 31488479 reads en el caso de las librerias rehidratadas, mientras que con 3 veces
mas reads en el caso de las deshidratadas se estan obteniendo 38018 genes. También se puede
observar que los transcritos ensamblados en las muestras de rehidratacion son mucho mas
largos, considerando el total de bases ensambladas las muestras rehidratadas estan incluso
superando a las deshidratadas.

También se realizd el alineamiento de las lecturas de cada uno de los ensamblados contra si
mismos y contra el otro ensamblado:

ASSEMBLY
Library S.dent 2 S.dent 3
100,70,50,10% 92.99% 2.34%
2h,6h 31.36% 90.05%

Al realizar los alinemientos se observo que la cantidad de lecturas de las muestras degradadas
(rehidratacion; 2h y 6h) que alineaban contra en el ensamblado de las muestras integras (100,
70, 50 y 10%) era de alrededor del 31.3%, en el caso inverso de las integras contra el
ensamblado de las degradas era todavia mucho menor de tan solo el 2.3%. Lo cual nos indica
la baja similitud entre los dos ensamblados.

Con la finalidad de determinar qué tan similares o diferentes eran los distintos ensamblados,
se realizd Blastn de uno contra otro. Indicando al algoritmo que retuviera solo el primer hit,
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y tomando como filtro un BitScore >= 90 como significativo, se encontro lo siguiente:

Assembly S.dent_2
DB S.dent_3
Transcripts with hit 7861
Genes with hit 5652
% of the Total Genes 14.86%
Assembly S.dent_3
DB S.dent_2
Transcripts with hit 11289
Genes with hit 3702
% of the Total Genes 18.11%

Después del procedimiento anterior podemos concluir que la homologia entre los distintos
ensamblados (S.dent 2 y S.dent 3) es menor al 20%, menos de una quinta parte de los genes
resultado del ensamblado con muestras de RNA integras se encuentra en el ensamblado de
las muestras de RNA degradadas, y viceversa.

Lo que podria suponer que las muestras integras y las degradadas vienen de fuentes distintas,
lo que podria ser confirmado revisando el contenido de GC:
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0 20 40 60 80 100
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=S .dent100,70,50,10 S.dent2h6h

Después de ver diferencias en el contenido de GC, nos dimos cuenta de que la muestra pudo
haberse contaminado durante la rehidratacion. Tal vez debido a que como el tejido esta en
descomposicion en la rehidratacion, permite el crecimiento de microorganismos.

Por estas razones se descartd la especie S.dent en los andlisis finales, hasta solucionar o
encontrar una alternativa que permita la recuperacion de los datos en la rehidratacion de esta
especie.
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LISTA DE SUBCATEGORIAS ENRIQUECIDAS INDUCIDAS EN S. Iepldophylla

CATEGORIA SUBCATEGORIA 70% | 50% | 10%
Amino acid metabolism Synthesis 30 1 2
Amino acid metabolism Degradation 4
C1-metabolism Glycine hydroxymethyltransferase 2
C1-metabolism Formate dehydrogenase 0
C1-metabolism Methylenetetrahydrofolate reductase 3
Cell Organisation 29 1 2
Cell Division 5
Cell Cycle 12
Cell Vesicle transport 4
Cell wall Precursor synthesis 13 1
Cell wall Cellulose synthesis 3
Cell wall Cell wall proteins 5
Cell wall Degradation 0
Cell wall Modification 1
Cell wall Pectin*esterases
Development Storage proteins
Development LEA
Development Unspecified 1 1 1
DNA Synthesis/chromatin structure 1 1
DNA Repair
DNA Unspecified
Gluconeogenesis/glyoxylate cycle | Citrate synthase
Gluconeogenesis/glyoxylate cycle | Malate DH
Gluconeogenesis/glyoxylate cycle | PEPCK

Glycolysis

Cytosolic branch

[Eny

[any

Glycolysis Plastid branch
Glycolysis Unclear/dually targeted
Hormone metabolism Abscisic acid

Hormone metabolism Auxin

Hormone metabolism Brassinosteroid
Hormone metabolism Cytokinin

Hormone metabolism Ethylene

Hormone metabolism Gibberelin

Hormone metabolism Jasmonate

Lipid metabolism

FA synthesis and FA elongation

[y

Lipid metabolism

Glycolipid synthesis

Lipid metabolism

FA desaturation

Lipid metabolism

Phospholipid synthesis

Lipid metabolism

Glyceral metabolism

Lipid metabolism

Lipid transfer proteins etc

Lipid metabolism

‘Exotics' (steroids, squalene etc)

Lipid metabolism

Lipid degradation

Metal handling Acquisition

Metal handling Binding, chelation and storage
Minor CHO metabolism Trehalose

Minor CHO metabolism Others

Miscellaneous enzyme families misc2

Miscellaneous enzyme families

Cytochrome P450

Miscellaneous enzyme families

Alcohol dehydrogenases

Miscellaneous enzyme families

Peroxidases

=

Miscellaneous enzyme families

Acid and other phosphatases

Miscellaneous enzyme families

Myrosinases-lectin-jacalin

Miscellaneous enzyme families

Plastocyanin-like

Miscellaneous enzyme families

UDP glucosyl and glucoronyl transferases
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NN OINW O |RP(ON|O(ONRFP (RPN OIOINF|IORROIRIN AP PIO|IWR|IFPIOON|FP(R W OO |O|[O|WINNOIN DN

Protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein

Miscellaneous enzyme families (LTP) family protein 0 0 9 7 6
Miscellaneous enzyme families Short chain dehydrogenase/reductase (SDR) 2 0 2 3 3
Miscellaneous enzyme families Calcineurin-like phosphoesterase family protein 0 0 1 0 1
Miscellaneous enzyme families GDSL-motif lipase 2 0 3 0 0
Miscellaneous enzyme families Gluco-, galacto- and mannosidases 2 1 4 2 4
Miscellaneous enzyme families Beta 1,3 glucan hydrolases 2 1 1 3 1
Miscellaneous enzyme families Oxidases-copper, flavone etc 0 1 5 1 4
Miscellaneous enzyme families Glutathione S transferases 0 0 16 10 14
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Mitochondrial electron

Secondary metabolism

Simple phenols

Secondary metabolism

Phenylpropanoids.Lignin biosynthesis

Secondary metabolism

Phenylpropanoids

Secondary metabolism

Sulfur-containing.Glucosinolates

transport/ATP synthesis NADH-DH 0 1 19 9 17
Mitochondrial electron

transport/ATP synthesis Alternative oxidase 1 0 0 0 0
Mitochondrial electron

transport/ATP synthesis Cytochrome c reductase 0 0 6 3 6
Mitochondrial electron

transport/ATP synthesis Cytochrome ¢ 0 0 3 2 2
Mitochondrial electron

transport/ATP synthesis Cytochrome c oxidase 0 0 5 2 4
Mitochondrial electron

transport/ATP synthesis F1-ATPase 2 1 9 9 9
N-metabolism Nitrate metabolism 0 0 1 1 2
N-metabolism Ammonia metabolism 0 0 4 3 4
N-metabolism N-degradation 0 0 1 1 1
Not assigned No ontology 6 5 54 24 30
Not assigned Unknown 4 6 76 | 48| 65
Nucleotide metabolism Degradation 0 0 2 1 2
Nucleotide metabolism Salvage 0 0 3 2 2
Nucleotide metabolism Phosphotransfer and pyrophosphatases 2 1 6 5 6
OPP Oxidative PP 1 0 3 1 2
OPP Non-reductive PP.transketolase 0 0 4 3 4
OPP Electron transfer 0 0 2 1 2
Polyamine metabolism Synthesis 0 0 3 2 1
Protein aa activation.asparagine-tRNA ligase 1 0 1 4 3
Protein Synthesis.Ribosomal protein 44 0 162 | 117 | 159
Protein Synthesis.Ribosome hiogenesis 0 0 3 2 4
Protein Synthesis. Initiation 1 0 7 9 7
Protein Synthesis.Elongation 2 0 9 5 9
Protein Targeting 1 1 16 10 13
Protein Postranslational modification 5 2 16 9 11
Protein Degradation 6 1 69 | 43| 56
Protein Folding 1 0 14 6 11
Protein Assembly and cofactor ligation 0 1 0 0 1
PS Lightreaction.Photosystem 11 0 1 12 0 0
PS Lightreaction.Photosystem | 0 0 7 2 3
PS Lightreaction.ATP synthase 0 1 0 0 0
PS Lightreaction.Other electron carrier (ox/red) 0 0 1 0 1
PS Photorespiration 0 0 1 0 2
PS Calvin cycle 1 0 10 4 4
Redox Thioredoxin 1 0 6 5 5
Redox Ascorbate and glutathione 0 1 14 9 13
Redox Glutaredoxins 1 0 2 0 1
Redox Peroxiredoxin 0 0 1 1
Redox Dismutases and catalases 1 0 2 3
Redox misc 0 0 1 2
RNA Processing 1 0 6 3
RNA Transcription 0 1 1 2
RNA Regulation of transcription 14 6 3 27 | 27
RNA RNA binding 1 0 1 6 6
S-assimilation ATPS 0 0 3 3
S-assimilation AKN 0 0 0 1
S-assimilation Sulfite redox 0 0 0 1
Secondary metabolism Isoprenoids 0 1 4 8
0 0 0 0
2 0 7 7
0 0 0 1
0 0 1 4
Secondary metabolism Wax 0 0 1 0
Secondary metabolism Flavonoids 1 1 0 2
Signalling Phosphorelay 0 0 1 1
Signalling Light 0 0 0 0
Signalling Receptor kinases 0 3 2 3
Signalling Calcium 3 0 1 14 11
Signalling Phosphinositides 0 0 1 1
Signalling G-proteins 1 0 1 7 14
Signalling 14-3-3 proteins 0 0 5 6

~N| O (OR|IFP(FPWRFRONOR O|IR(O(W|Oo(D(FR|Alwla|F
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Signalling misc 0 0 0 1 1
Stress Biotic 1 2 20 12 12
Stress Abiotic.Heat 0 0 17 7 9
Stress Abiotic 0 0 4 4 4
Stress Abiotic.Cold 0 0 5 3 5
Stress Abiotic.Drought/salt 1 0 9 5 6
Stress Abiotic.Unspecified 1 1 15 10 13
TCAJorg transformation TCA 0 0 23 13 17
TCAJ/org transformation Other organic acid transformatons 0 0 7 3 4
TCAJorg transformation Carbonic anhydrases 0 0 2 1 1
Transport p- and v-ATPases 1 1 19 13 18
Transport NDP-sugars at the ER 0 0 0 1 0
Transport Metal 2 0 2 1 2
Transport Unspecified cations 0 0 0 1 0
Transport Potassium 0 0 1 0 1
Transport ABC transporters and multidrug resistance systems 0 0 3 2 2
Transport Major Intrinsic Proteins 0 0 14 14 15
Transport Sugars 5 1 5 3 0
Transport Porins 0 0 3 3 3
Transport Calcium 3 0 0 0 0
Transport Amino acids 0 1 1 1 1
Transport H+ transporting pyrophosphatase 0 0 2 1 2
Transport Phosphate 0 1 3 0 2
Transport Metabolite transporters at the envelope membrane 0 0 2 2 2
Transport Metabolite transporters at the mitochondrial membrane 2 0 5 5 3
Transport Membrane system unknown 0 0 1 0 1
Transport misc 1 0 5 2 4

LISTA DE SUBCATEGORIAS ENRIQUECIDAS INDUCIDAS EN S. extensa

CATEGORIA

SUBCATEGORIA

70%

50%

10%

2

[o)]

Amino acid metabolism

Synthesis

Amino acid metabolism

Degradation

C1-metabolism

Glycine hydroxymethyltransferase

C1-metabolism

Formate dehydrogenase

DNA Synthesis/chromatin structure
DNA Repair

Fermentation Aldehyde deshydrogenase
Fermentation PDC

Fermentation ADH
Gluconeogenesis/glyoxylate cycle | Malate synthase
Gluconeogenesis/glyoxylate cycle | Malate DH
Gluconeogenesis/glyoxylate cycle | PEPCK

Gluconeogenesis/glyoxylate cycle

Isocitrate lyase

Glycolysis Cytosolic branch
Glycolysis Plastid branch
Hormone metabolism Auxin

Hormone metabolism Brassinosteroid
Hormone metabolism Gibberelin
Hormone metabolism Jasmonate

Lipid metabolism

FA synthesis and FA elongation

Lipid metabolism

Phospholipid synthesis

Lipid metabolism

Glyceral metabolism

Lipid metabolism

'Exotics' (steroids, squalene etc)

Lipid metabolism

Lipid degradation

Metal handling

Binding, chelation and storage

Minor CHO metabolism

Raffinose family

Minor CHO metabolism Trehalose

Minor CHO metabolism Myo-inositol
Minor CHO metabolism Others

Minor CHO metabolism Callose
Miscellaneous enzyme families Cytochrome P450

Miscellaneous enzyme families

Peroxidases

Miscellaneous enzyme families

Acid and other phosphatases

Miscellaneous enzyme families

UDP glucosyl and glucoronyl transferases
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Protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein

Secondary metabolism

Simple phenols

Secondary metabolism

Phenylpropanoids

Secondary metabolism

Sulfur-containing.Glucosinolates

Secondary metabolism Flavonoids
Signalling Receptor kinases
Signalling Calcium
Signalling Phosphinositides
Signalling MAP Kinases
Signalling 14-3-3 proteins
Stress Biotic

Stress Abiotic.Heat
Stress Abiotic.Cold
Stress Drought/salt
Stress Abiotic.Unspecific
TCA/org transformation TCA

TCA/org transformation

Other organic acid transformatons

TCAJorg transformation

Carbonic anhydrases

Tetrapyrrole synthesis

Magnesium chelatase

Tetrapyrrole synthesis

Protochlorophyllide reductase

Tetrapyrrole synthesis

glu-tRNA reductase

Miscellaneous enzyme families (LTP) family protein 0 1 0 0 0
Miscellaneous enzyme families Short chain dehydrogenase/reductase (SDR) 0 1 0 1 1
Miscellaneous enzyme families GCN5-related N-acetyltransferase 0 0 1 0 1
Miscellaneous enzyme families Gluco-, galacto- and mannosidases 1 1 0 0 1
Miscellaneous enzyme families Beta 1,3 glucan hydrolases 0 0 2 0 0
Miscellaneous enzyme families Glutathione S transferases 0 2 2 0 0
Mitochondrial electron
transport/ATP synthesis NADH-DH 0 7 7 7 2
Mitochondrial electron
transport/ATP synthesis Cytochrome ¢ reductase 0 1 1 2 1
Mitochondrial electron
transport/ATP synthesis Cytochrome ¢ oxidase 0 3 3 3 2
Mitochondrial electron
transport/ATP synthesis F1-ATPase 0 3 2 5 0
N-metabolism Nitrate metabolism 0 1 0 0 0
N-metabolism Ammonia metabolism 0 1 0 1 0
Not assigned No ontology 8 11 19112 |15
Not assigned Unknown 0 13 12 6 1
Protein Synthesis.Ribosomal protein 0 10 4 | 50 0
Protein Synthesis. Initiation 0 4 1 1 0
Protein Synthesis.Elongation 0 3 0 2 0
Protein Targeting 1 0 0 0
Protein Postranslational modification 2 3 4 2
Protein Degradation 2 1 13 6 3
Protein Folding 0 2 0 0
Protein Glycosylation 1 2 1 0
Protein Assembly and cofactor ligation 0 1 1 1
PS Lightreaction.Photosystem 11 1 2 10 5 3
PS Lightreaction.Photosystem | 1 2 6 3 1
PS Lightreaction.Cytochrome b6/f 0 1 0 0
PS Lightreaction. ATP synthase 0 2 2 1
PS Lightreaction.Other electron carrier (ox/red) 0 1 0 0
PS Photorespiration 0 0 0 0
PS Calvin cycle 0 1 5 2 1
Redox Thioredoxin 0 0 0 0
Redox Ascorbate and glutathione 0 3 0 0
Redox Heme 0 0 0 0
Redox Glutaredoxins 0 0 0 0
Redox Dismutases and catalases 0 1 0 0
Redox misc 0 1 0 0
RNA Processing 0 0 0 0
RNA Transcription 0 3 4 1
RNA Regulation of transcription 0 11 | 10 2
RNA RNA binding 0 1 1 0
Secondary metabolism Isoprenoids 0 0 0 0
0 0 0 1
0 2 1 1
0 0 0 0
0 2 1 2
0 1 1 0
2 3 1 0
0 1 0 0
0 1 0 0
0 0 0 0
0 3 0 1
0 2 2 0
0 0 0 1
0 1 0 0
0 2 0 0
0 1 1 0
0 0 0 0
0 1 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0

Tetrapyrrole synthesis

Heme oxygenase
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Tetrapyrrole synthesis Porphobilinogen deaminase 0 0 0 1 0
Transport p- and v-ATPases 0 1 1 1 0
Transport Nucleotides 0 0 0 1 0
Transport Metal 0 0 0 1 0
Transport Peptides and oligopeptides 0 0 0 1 0
Transport Unspecified cations 0 1 1 2 0
Transport Potassium 1 0 1 1 0
Transport ABC transporters and multidrug resistance systems 0 1 2 3 1
Transport Major Intrinsic Proteins 0 2 4 1 0
Transport Sugars 0 0 0 1 0
Transport Calcium 1 0 1 2 0
Transport Metabolite transporters at the mitochondrial membrane 0 1 1 1 0
Transport misc 0 2 0 0 0
LISTA DE SUBCATEGORIAS ENRIQUECIDAS INDUCIDAS EN S. pallescens
CATEGORIA SUBCATEGORIA 70% | 50% | 10% | 2h | 6

Development

Storage proteins

[N

Development LEA

Development Unspecified

DNA Synthesis/chromatin structure
DNA Repair

Fermentation Aldehyde deshydrogenase
Fermentation PDC
Gluconeogenesis/glyoxylate cycle | Isocitrate lyase

Hormone metabolism Abscisic acid

Hormone metabolism Auxin

Hormone metabolism Cytokinin

Hormone metabolism Ethylene

Hormone metabolism Gibberelin

Hormone metabolism Jasmonate

Hormone metabolism Salicylic acid

Lipid metabolism FA synthesis and FA elongation
Lipid metabolism TAG synthesis

Lipid metabolism

Glyceral metabolism

Lipid metabolism

Lipid degradation

Major CHO metabolism

Synthesis.Sucrose

Major CHO metabolism

Degradation.Starch

Miscellaneous enzyme families

Cytochrome P450

Miscellaneous enzyme families

Alcohol dehydrogenases

Miscellaneous enzyme families

Peroxidases

Miscellaneous enzyme families

Acid and other phosphatases

Miscellaneous enzyme families

Plastocyanin-like

Miscellaneous enzyme families

UDP glucosyl and glucoronyl transferases

Miscellaneous enzyme families

Short chain dehydrogenase/reductase (SDR)

Miscellaneous enzyme families

GDSL-motif lipase

Miscellaneous enzyme families

Oxidases-copper, flavone etc

N-metabolism

N-degradation

Polyamine metabolism

Degradation

Protein Synthesis.Ribosomal protein

Protein Synthesis.Elongation

Protein Postranslational modification

Protein Degradation 1
Protein Folding

PS Lightreaction.Photosystem 11

PS Calvin cycle

Redox Thioredoxin

Redox Ascorbate and glutathione

RNA Processing

RNA Transcription

RNA Regulation of transcription 1 1 2 1

Secondary metabolism

Isoprenoids

Secondary metabolism

Simple phenols

Secondary metabolism

Phenylpropanoids.Lignin biosynthesis

Secondary metabolism

Sulfur-containing.Glucosinolates

Secondary metabolism

Flavonoids
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Stress Biotic 1 1 4| 4 1
Stress Abiotic.Heat 0 2 1 4110
Stress Drought/salt 0 0 0 1 0
Stress Abiotic.Unspecific 0 0 3 0 1
Transport Metal 0 0 0 0 1
Transport Unspecified cations 0 0 0 1 0
Transport ABC transporters and multidrug resistance systems 1 2 1 2 3
Transport Sugars 0 2 5 5 2
Transport Metabolite transporters at the envelope membrane 0 0 0 1 0
Transport Metabolite transporters at the mitochondrial membrane 0 1 1 2 1
Transport misc 0 0 1 2 0
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