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RESUMEN

La distribucién en el tiempo de la germinacion en un lote de semillas es un rasgo ecoldgico,
es decir existe una dispersion temporal del proceso germinativo. Esta caracteristica es muy
variable inclusive en las plantas domesticadas a pesar de estar seleccionadas para tener una
germinacion sincronica. Esta variacion dificulta especialmente el estudio de este proceso en
las plantas silvestres, las cuales presentan una gran plasticidad y variabilidad entre lotes
derivados de diferentes poblaciones y/o diferentes afios de produccién de semillas.

Los estudios fisiologicos que se realizan en plantas modelo como Arabidopsis thaliana se
basan en la selecciéon de plantas en el mismo estado de desarrollo tomando en cuenta la
morfologia de la planta entre otros aspectos. Sin embargo, el analisis del proceso germinativo
generalmente esta basado en funcion del tiempo, frecuentemente determinado por el
investigador. En afios recientes, algunos investigadores han descrito el momento de la ruptura
de la testa, para las semillas endospérmicas, como un estado clave del desarrollo y marcador
de la transicién entre la germinacion temprana y la germinacion tardia.

Los resultados obtenidos en este proyecto apoyan la idea de seleccionar estados fisiologicos

o0 de desarrollo apropiados para la comparacion entre organismos individuales, poblaciones
0 respuestas a diferentes estimulos ambientales, especialmente cuando se trabaja con plantas
silvestres. El objetivo principal de este proyecto fue establecer el contenido relativo de agua
(CRA) como la aproximacién a un estado discreto de desarrollo durante el proceso
germinativo para la toma de muestras en lugar de utilizar el tiempo de germinacién. Esto nos
permitio utilizar momentos del desarrollo equivalentes para poder comparar diferentes lotes
de semillas con importantes diferencias en el tiempo de imbibicion y germinacion resultado
de historias de vida diferentes debido a su colecta en afios distintos y el tiempo de
almacenamiento. Las semillas con diferentes contenidos de agua y estados de desarrollo
(ruptura de testa y ruptura de endospermo) fueron analizadas utilizando perfiles
transcriptomicos y, con base en estos perfiles, fue posible establecer el contenido relativo de
agua como un parametro fisiologico de la semilla durante el proceso de germinacion. El
analisis de los resultados también nos estd permitiendo establecer los mecanismos
involucrados en la germinacion en respuesta a diversas condiciones ambientales.



Ceiba aesculifolia es una planta muy adecuada para restauracion y para la produccion de
fibras naturales y este trabajo esta contribuyendo con informacion relevante que permitira
profundizar en el conocimiento del género Ceiba para su conservacion y aprovechamiento
sostenible. Finalmente, se contribuy6 al conocimiento de la biodiversidad genética ya que se
generd una base de datos con 166545 secuencias de transcritos de C. aesculifolia, base que
puede ser utilizada por diferentes grupos de investigacion como referencia para la realizacion
de estudios ecofisiologicos, genéticos y de interaccion planta-ambiente especificamente para
el género Ceiba.

INTRODUCCION

Las semillas son fundamentales para la conservacion de los recursos genéticos de las plantas
superiores. La determinacion del efecto de diferentes condiciones ambientales sobre el
desempefio germinativo y del proceso germinativo a nivel molecular de las semillas de
especies de plantas silvestres es primordial dado que la mayor parte del conocimiento
relacionado ha sido generado en plantas cultivadas. Desde el punto de vista productivo para
estos cultivos, el vigor de las semillas se define con base a la velocidad y sincronia de la
germinacion y el establecimiento de la plantula y su emergencia en condiciones no
favorables. Lalongevidad de las semillas, definida como su capacidad de de continuar siendo
viables durante largos periodos de tiempo también es un factor importante en la conservacion
de los recursos genéticos de las plantas silvestres. Sin embargo, el incremento en la velocidad
y la sincronia de la germinacion no es un factor a considerar en el desempefio germinativo
de la especie de planta silvestre a estudiar. De hecho, la variabilidad en el tiempo de
germinacién permite respuestas diferentes e individuales a condiciones ambientales similares
y confiere a las poblaciones silvestres una ventaja al incrementar las posibilidades de
germinar en ambientes con cambio constante (Mitchell et al., 2016). La variabilidad,
comprendida como las diferencias naturales que existen entre las diferentes muestras
bioldgicas, se puede manifestar en las semillas a nivel interpoblacional e intrapoblacional.
La variabilidad interpoblacional esta determinada por diferentes factores que incluyen las
caracteristicas del ambiente materno en el que se desarrollo la semilla y se ve reflejada en los
diferentes tiempos para completar la germinacion en semillas expuestas a las mismas
condiciones experimentales.

Las semillas ortodoxas, que pueden permanecer en el suelo o ser almacenadas por largos
periodos de tiempo, presentan una latencia primaria adquirida durante el desarrollo de la
semilla en la planta madre. El estado no latente o post-cosecha de la semilla es consecuencia
de la remocion de la latencia primaria por condiciones ambientales como almacenamiento en
seco. Solo las semillas que se encuentran en este estado son capaces de germinar cuando las
condiciones ambientales son favorables. La germinacion comienza con la absorcion de agua,
la cual desencadena de manera progresiva los procesos celulares necesarios para completar
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la germinacion y el establecimiento de la nueva planta (Rosental et al., 2014). Sin embargo,
cuando se inicia el proceso de imbibicion en condiciones limitadas de agua, se ha propuesto
que las semillas pueden revertir el proceso germinativo e iniciar mecanismos de reparacion
de macromoléculas y de defensa y, si las condiciones ambientales son inadecuadas, pueden
entrar en un estado de segunda latencia. La latencia es uno de los rasgos adaptativos que
permite a las semillas evitar la germinacion en condiciones desfavorables. Se considera que
estos ciclos pueden repetirse sucesivamente como resultado de la capacidad de las semillas
de germinar solo cuando las condiciones son favorables (Catusse et al., 2008). Los
tratamientos de acondicionamiento que han sido utilizados para promover la sincronizacion
de la germinacion, especialmente en semillas de plantas cultivadas, se basan en esta
capacidad de las semillas. Este tratamiento puede mejorar el desempefio germinativo de
semillas en diferentes especies de plantas incluyendo plantas silvestres, pero también se ha
reportado que el tratamiento puede no tener efecto o, inclusive, tener un efecto negativo en
el desempefio germinativo.

La germinacion depende de la calidad y abundancia de los transcritos acumulados durante el
desarrollo de la semilla en funcion de las condiciones de crecimiento de la planta madre
(Rajjou et al., 2012). Analisis comparativos del transcriptoma entre semillas secas y
sometidas a distintos tiempos de hidratacion indican que los cambios en la abundancia de
mRNAs y metabolitos durante la germinacion ocurren en funcion tanto del tejido estudiado
como del estado fisioldgico de la semilla (Maia et al., 2011; Dekkers et al., 2013). En
Arabidopsis thaliana existen dos etapas transcripcionales que corresponden a la etapa previa
y a la etapa posterior a la ruptura de la testa. Los autores consideran que la etapa
transcripcional previa a la ruptura de la testa es fundamental para la germinacion,
estableciendo la ruptura de la testa como un proceso fisioldgico clave (Dekkers et al., 2013).
Ceiba aesculifolia es una especie originaria de las regiones tropicales subhimedas de
América y en México se encuentra en Sinaloa, Michoacan, Puebla, Veracruz, México,
Morelos, Guerrero, Oaxaca, Chiapas, Yucatan y Quintana Roo. Las semillas son ortodoxas
y presentan una gran variabilidad intrapoblacional. Los estudios realizados con semillas de
arboles de una poblacion de Actopan, Veracruz, utilizando cosechas de diferentes afios
muestran amplia heterogeneidad en los diferentes paramétros germinativos y en la respuesta
germinativa al acondicionamiento matrico que puede ser positiva, negativa o sin efecto
aparente. Esta variabilidad de la respuesta germinativa de las semillas de C. aesculifolia
impide la comparacion en funcion del tiempo entre lotes de colectas distintas, que dificulta
el andlisis molecular (Figura 1).
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Figura 1. Efecto del tratamiento de acondicionamiento matrico sobre la germinacion de
semillas de Ceiba aesculifolia. Lote de semillas que si responde al tratamiento: presentan
una disminucion en el tiempo de inicio, en el tiempo medio y/o en la velocidad de la
germinacion (panel izquierdo). Lote de semillas que no responde al acondicionamiento;
no presentan cambios en ninguno de los pardmetros germinativos (panel derecho).

La cinética de absorcién de agua durante la imbibicion de las semillas de Ceiba se puede
determinar a través de la medicion del contenido relativo de agua (CRA) de las semillas

(figura 2).
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Figura 2. Curva de imbibicion de las semillas de Ceiba aesculifolia control y tratadas con
acondicionamiento de lotes de semillas que si responden al tratamiento. Las semillas de
los lotes que no responden al tratamiento presentan una curva de imbibicion similar.



OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo fue determinar los patrones de expresion génica en
funcion del grado de hidratacion de la semilla (contenido relativo de agua) para comparar los
cambios en el desempefio germinativo causados por el acondicionamiento métrico y el
deterioro a las semillas de Ceiba aesculifolia. Estos datos permitieron generar una base de
datos del transcriptoma del proceso germinativo para esta especie.

Obijetivos particulares

Obtener por medio de técnicas de ensamble de novo el transcriptoma de semillas de C.
aesculifolia durante la germinacion y en respuesta a diferentes tratamientos de
acondicionamiento matrico y/o envejecimiento.

Describir los procesos biolégicos mayormente representados en los transcriptomas de
semillas de C. aesculifolia con diferentes contenidos relativos de agua, germinadas en
condiciones dptimas (control).

Describir los procesos bioldgicos mayormente representados en los transcriptomas de
semillas tratadas con acondicionamiento matrico o con deterioro de Ceiba aesculifolia.
Comparar los procesos biologicos de las semillas tratadas con respecto al control para validar
el uso del contenido relativo de agua como un parametro fisioldgico para el estudio de la
germinacién y comparacion de diferentes lotes (afios de colecta y desempefio germinativo)
en especies silvestres.

METODOS

Muestras.
Los resultados entregados corresponden a 54 muestras de las cuales 6 muestras corresponden
a un ensamble realizado previamente.
Los ensambles 1 (6 muestras) y 2 (48 muestras) corresponden a las siguientes muestras:
M6 (Ensamble 1): Semillas secas TO Control, tres réplicas CaS2014 (S14_T0_C),
CaS2015R (S15R_TO_C) y CaS2015L (S15L_TO_C).

Semillas secas TO Con Acondicionamiento, tres réplicas CaS2014
(S14_TO_P), CaS2015R (S15R_TO_P) y CaS2015L (S15L_TO_P).
M48 (Ensamble 2): Semillas CRA 16% Control, tres réplicas CaS2014 (S14 16 C),
CaS2015R (S15R_16_C) CaS2015L (S15L_16_P).

Semillas CRA16% Control Con Acondicionamiento, tres réplicas CaS2014
(S14_16 _P), CaS2015R (S15R_16 _P) y CaS2015L (S15L_16_P).

Semillas CRA 50% Control, tres réplicas CaS2014 (S14 50 C), CaS2015R
(S15R_50_C) y CaS2015L (S15L_50_C).

Semillas CRA 50% Control Con Acondicionamiento, tres réplicas CaS2014
(S14_50_P), CaS2015R (S15R_50_P) y CaS2015L (S15L_50_P).
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Semillas RT Control, tres réplicas CaS2014 (S14 TR C), CaS2015R
(S15R_TR_C) y CaS2015L (S15L_TR_C).

Semillas RT Control Con Acondicionamiento, tres réplicas CaS2014
(S14_TR_P), CaS2015R (S15R_TR_P) y CaS2015L (S15L_TR_P).

Semillas RE Control, tres réplicas CaS2014 (S14 ER _C), CaS2015R
(S15R_ER_C) y CaS2015L (S15L_ER_C).

Semillas RE Control Con Acondicionamiento, tres réplicas CaS2014
(S14_ER_P), CaS2015R (S15R_ER_P) y CaS2015L (S15L_ER_P)

Semillas secas TO que no responden al acondicionamiento, tres réplicas
CaS2012 (N12_T0_C), CaS20143 (N143_TO_C) y CaS2016 (N16_TO_C).

Semillas secas TO que no responden al acondicionamiento. Con
acondicionamiento, tres réplicas CaS2012 (N12_TO0_P), CaS20143 (N143_TO _P)y CaS2016
(N16_TO_P).

Semillas secas CRA 50% que no responden al acondicionamiento, tres
réplicas CaS2012 (N12_50_C), CaS20143 (N143 50 _C)y CaS2016 (N16_50 C).

Semillas secas CRA 50% que no responden al acondicionamiento. Con
Acondicionamiento, tres réplicas CaS2012 (N12 50 P), CaS20143 (N143 50 P) y
CaS2016 (N16_50_CP)

Semillas secas RT que no responden al acondicionamiento, tres réplicas
CaS2012 (N12_TR_C), CaS20143 (N143 TR_C) y CaS2016 (N16_TR_C)

Semillas secas RT que no responden al acondicionamiento. Con
Acondicionamiento, tres réplicas CaS2012 (N12_TR_P), CaS20143 (N143 TR P) y
CaS2016 (N16_TR_P).

Semillas secas RE que no responden al acondicionamiento, tres réplicas
CaS2012 (N12_ER_C), CaS20143 (N143_ER_C) y CaS2016 (N16_ER_C)

Semillas secas RE que no responden al acondicionamiento.  Con
Acondicionamiento, tres réplicas CaS2012 (N12_ER_P), CaS20143 (N143 ER P) y
CaS2016 (N16_ER_P).

Extraccion de RNA y ensamble de novo del transcriptoma.

El RNA total se extrajo de 5 semillas para cada muestra utilizando el protocolo modificado
de Li y Trick (2005). Todas las muestras se enviaron a la Unidad Universitaria de
Secuenciacion Masiva y Bioinformatica (UUSMB) del Instituto de Biotecnologia, UNAM,
donde fueron procesadas para sintetizar el cDNA y construir las librerias de Illumina
HiSeq2000. La calidad de las muestras de RNA se determind utilizando el kit Qubit2.0 y se
cuantificaron usando un equipo Bioanalyzer 2100. Las librerias se construyeron de acuerdo
a las instrucciones del fabricante (Illumina, San Diego, CA, USA). M6 y M48 fueron
secuenciadas de novo y ensambladas de manera independiente. Tanto para M6 como M48 se
utiliz6 una aproximacion “multiplex” para cargar las muestras correspondientes en la
laminilla. Se obtuvieron un total de 1,165,201,460 lecturas pareadas de 100pb incluyendo
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M6 y M48. Los adaptadores de Illumina fueron cortados utilizando Trimmomatic y la calidad
fue evaluada utilizando FASTQC. Después de la evaluacion de la calidad, las lecturas se
recortaron a 75pb para asegurar el valor minimo de calidad de Q20 en todas las bases y las
lecturas de baja calidad fueron removidas. Para M6 y M48, se ensambld un transcriptoma
global utilizando Trinity v2.1.1 (Grabherr et al., 2011; Haas et al., 2013). Para M6 se
encontraron 117,920 secuencias y para M48 398,598 secuencias. Los valores de calidad para
el ensamble de las librerias se presentan en el anexo 1.

Identificacidn de los transcritos para la clasificacion funcional

La anotacion funcional fue determinada utilizando el programa Trinotate y la herramienta
transdecoder gue se encuentran dentro del paquete Trinity. Trinotate depende de la busqueda
de homologias en bases de datos de secuencias (BLAST+/SwissProt), e identificacion de
dominios de proteinas (HMMER/PFAM), lo que nos permitié detectar las fuentes mas
importantes de contaminantes en las librerias. Para identificar las secuencias codificantes de
al menos 100pb en los 6 marcos de lectura se utilizo la herramienta transdecoder. Para
identificar el marco correcto de lectura se llevo a cabo un BLASTP. Para este paso se utilizé
una base local que incluy6 las secuencias de proteinas de otras especies de la familia
Malvaceae como Herrania umbratica, Durio zibethinus y Theobroma cacao y de la planta
modelo A. thaliana. Paralelamente se realizd0 un filtro para detectar las secuencias
contaminantes de los organismos identificados con Trinnotate y se gener6 una base local que
incluy6 organismos modelo como raton, los pangenomas de Pseudomonas aeruginosa y de
levadura, asi como secuencias de los hongos Trichoderma reesei, Fusarium fujikuroi, F.
verticillioides y Diplodia corticola. Se removieron las proteinas que presentaron como mejor
alineamiento una de las proteinas presentes en esta base. EI mejor valor de alineamiento se
seleccioné con los siguientes criterios: una cobertura minima de 60% y al menos un 40% de
identidad. Alrededor del 90% de los transcritos confirmados de plantas pudieron ser
asociados a un locus de A. thaliana. Finalmente se realizé una validacion cruzada de los
métodos Trinnotate y transdecoder para confirmar la identidad de los transcritos y para
explorar las caracteristicas estructurales de los transcritos ensamblados.

Posteriormente se realiz6 una validaciéon cruzada utilizando los métodos Trinnotate y
transdecoder para confirmar la identidad de los transcritos. La base resultante después del
paso para eliminar los contaminantes incluye 34,274 transcritos derivados del primer
ensamble y 132,271 del segundo ensamble (corresponden a los 166545 transcritos incluidos
en latabla relacional). Estos nimeros incluyen secuencias ensambladas con marcos de lectura
abiertos basados en la presencia de codones de inicio y finalizacion (ATG y STOP) y
flanqueados por posibles regiones UTR 5° y 3> UTR, y una mezcla de transcritos
incompletos.

Analisis de la expresion diferencial de las categorias funcionales.
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Para estos analisis se utiliz6 la base “IDEAMEX website R-based tools”
(http://zazil.ibt.unam.mx/ideamex/; Jiménez-Jacinto et al., 2019). Después de una prueba
exploratoria, se utilizo6 DESeq2 para comparaciones pareadas entre estados fisiologicos y
fenotipos usando como valores de corte, para considerar expresion diferencial, P<0.05, una
FDR <0.05 y un cambio en la expresion de al menos uno en una escala logaritmica base 2.
Para los analisis de PCA, se utilizo el paquete DESeq2 (Love et al., 2014). La clasificacion
de las categorias funcionales se llevd a cabo en las listas de genes que incrementaba su
expression y en las que disminuia la expresion entre las condiciones de manera individual.
Se utilizd la herramienta de anotacion funcional en “DAVID Bioinformatics Resources
website” (v6.8; https://david.ncifcrf.gov/; Huang et al., 2009a, b).

Datos y disponibilidad del material

Las lecturas se depositaron en la plataforma SRA dentro del sitio NCBI GenBank
Bioproject PRINA561202 y ndmeros de acceso SAMN12611291 (ensamble 1) y
SAMN12611291 (ensamble 2)

El transcriptoma ensamblado fue depositado en la plataforma TSA con el nimero de acceso
GHVB00000000

Se realiz6 y se entregd una tabla relacional que incluye 166545 transcritos completos e
incompletos que pudieron ser identificados como secuencias de ‘plantas (objetivo 1).

AREA DE COLECTA

Los frutos de Ceiba aesculifolia se colectaron de 10 a 13 arboles localizados en un ecosistema
perturbado con actividad humana en las localidades de “Trapiche del Rosario y Chicuasén”
en Actopan Veracruz, México (latitud 19.5426, longitud -96.7401, altitud 479 m a.s.l.).

RESULTADOS

El Contenido Relativo de Agua (CRA) es un parametro fisioldgico que permite la
comparacion entre lotes de semillas de Ceiba aesculifolia que han sido colectadas en
diferentes afios y sometidas a diferentes tratamientos.

La germinacion es un proceso que implica tanto la sintesis de ARN mensajeros como la
depuracion de los ARN mensajeros que corresponden al plan de desarrollo de maduracion de
la semilla. Por lo tanto, consideramos importante utilizar para los siguientes analisis
unicamente los transcritos identificados como completos tal como se describié en materiales
y métodos. En la figura 3 se muestra el resultado del anélisis de componentes principales. El
primer componente corresponde al 79% de la variacion y resuelve las diferencias entre los
lotes de semillas secas control y con acondicionamiento que si responden al tratamiento y
todos los lotes de semillas durante el proceso de imbibicion y los lotes de semillas control y
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con acondicionamiento que no responden al tratamiento. En general, las seis réplicas
correspondientes a cada lote con y sin tratamiento se agrupan en funcion del valor de CRA,
de la ruptura de testa y de la ruptura de endospermo (PC2: 17% de la variacion) (Figura 3).

Semillas con respuesta positiva al priming
GermirEacién
RT priming %

RT coﬁtrol

variance

PC2: 17%
PC2: 79 Variance

50% CRA priming - o

50% CRA control

; .-'
16% CRA

PC1: 79% variance

Figura 3. Analisis de componentes principales de las 30 muestras correspondientes a los
tres lotes se semillas que si responden al acondicionamiento 0 “priming”.

Los lotes de semillas de C. aesculifolia que si responden al acondicionamiento presentan las
dos fases transcripcionales descritas previamente para semillas de A. thaliana considerando
que la ruptura de la testa es el momento fisioldgico que determina el paso a la segunda etapa.
La primera fase para las semillas de C. aesculifolia incluye a las semillas imbibidas hasta un
CRA 16% y consiste en una importante sintesis de nuevos transcritos (2727 para las semillas
control y 464 para las semillas con acondicionamiento) y en una importante posible
depuracion de transcritos (2375 para las semillas control y 785 para las semillas con
acondicionamiento). Los cambios transcripcionales entre el 16 y el 50% tambien
corresponden a esta fase. La segunda fase transcripcional iniciaria con la ruptura de la testa,
proceso en el cual se expresan 645 genes para las semillas control y 79 para las semillas con
acondicionamiento. Considerando esta fase transcripcional como otra etapa del desarrollo es
congruente la posible depuracion de 453 transcritos en las semillas control y 82 en las
semillas con tratamiento. Durante la ruptura del endospermo o germinacion también se
detectan nuevos transcritos aunque en menor proporcion (Figura 5).



La primera fase transcripcional de la germinacion descrita por Dekkers et al. (2013) esta
representada por la expresion de genes pertenecientes a procesos involucrados en iniciar el
metabolismo y continuar con la expresion de genes y sintesis de proteinas. En los ultimos
afios también se ha sefialado la importancia de la edicion alternativa en el proceso
germinativo. Los grupos funcionales, que se incrementan en comparacion con el tiempo TO
y que son correspondientes a esta primera fase en el proceso germinativo de los lotes de
semillas de C. aesculifolia que si responden al acondicionamiento incluyen, con respecto a
la sintesis de biomoléculas, a los siguientes grupos: replicacion del ADN, procesamiento y
edicion alternativa de ARN mensajero, procesamiento de ARN ribosomal, biogénesis del
ribosoma, traduccion de proteinas y su regulacién, ensamblaje y transporte de proteinas y
proteolisis. Asimismo, la expresion de genes relacionados con el metabolismo se incrementa,
especialmente los correspondientes al ciclo del &acido tricarboxilico (TCA) procesos
glicoliticos, fotosintesis y fosforilacion de carbohidratos. EI incremento en la expresion de
genes relacionados con transduccion de sefiales involucra la respuesta a fitohormonas como
ABA y etileno y a azUcares y a factores ambientales como cadmio y calor. Con respecto al
desarrollo de la plantula, se expresan genes involucrados con el desarrollo de la raiz.
Considerando a los mMARN que posiblemente se depuran se han identificado los genes
relacionados con desarrollo del embridn y maduracién de la semilla. Los grupos funcionales
antes descritos corresponden a la comparacién entre las semillas con un CRA de 16% con
respecto al TO y estos resultados sugieren que estas semillas ya iniciaron el proceso
germinativo. Aunque no podemos concluir de manera contundente si el proceso germinativo
es reversible cuando la semilla alcanza el valor de 16%CRA, los resultados correspondientes
a la comparacion entre 16%CRA y 50%CRA sugieren que el proceso germinativo cuando
las semillas alcanzan el 16%CRA es irreversible puesto que solo se incrementa la expresion
de un bajo porcentaje de genes especificamente los relacionados con proteolisis.

Los procesos que se presentan durante la ruptura de testa, correspondientes a la segunda fase
transcripcional, son las diferentes vias metabolicas que incluyen el metabolismo de acidos
grasos, del glioxilato y el ciclo de los acidos tricarboxilicos. También se incrementa la
expresion de genes relacionados con procesos de oxidacion y reduccion y de catabolismo del
perdxido de hidrogeno. El incremento de genes relacionados con fitohormonas incluye la
respuesta a citocininas y a auxinas y la biosintesis de brasinosteroides. Por otro lado, se
induce la respuesta a karrikina, hipoxia, frio y escasez de agua. Con respecto al desarrollo de
la plantula, se expresan genes relacionados con el desarrollo del tejido vascular de los
cotiledones vy el desarrollo del tallo; también hay un incremento importante en los genes
relacionados con la reorganizacion de la pared celular incluyendo la formacion de la placa
celular durante la citocinesis.

La organizacion de la pared celular y la homeostasis del agua corresponden a procesos
relevantes que se expresan durante la ruptura del endospermo junto con la fijacion del
carbono y el transporte de urea. Con respecto a las hormonas, se detectd un incremento en
la expresion de genes relacionados con la homeostasis de auxinas y respuesta a giberelinas y
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se induce la respuesta a dafio por herida. Tres procesos importantes en los que se detecta una
baja en la expresion de genes son el almacenamiento de lipidos, la formacién de cuerpos
oleicos y la respuesta a ABA.

En el cuadro 1 se presentan los procesos asociados a cada uno de los momentos fisiol6gicos
estudiados. El avance del proceso germinativo se refleja en los diferentes procesos; a
16%CRA se incrementan los transcritos relacionados con la regulacion y la sefializacion de
las hormonas asociadas a estrés ABA y etileno. A 50%CRA, se incrementan los transcritos
relacionados con las citocininas, las auxinas y los brassinosteriodes, hormonas asociadas al
desarrollo y finalmente, durante la ruptura de testa, los transcritos relacionados con las
giberelinas. En relacion al medio ambiente, se presentan transcritos asociados a diferentes
estreses en cada etapa.

Cuadro 1. Procesos asociados a cada estado fisiologico durante la germinacién de
semillas que si responden al acondicionamiento.

Procesos 16% 50% Ruptura de testa | Ruptura de
endospermo
Metabolismo v Replicacién |v" Proteolisis
relacionado ADN (degradacion
con ADN, ARN | v Sintesis de proteinas
y proteinas ARN de reserva)
v Edicion
alternativa
ARN
v" Traduccién
Metabolismo v TCA v TCA v" Fijacién de
intermediario | v~ Glucolisis v" Metabolismo carbono
v" Fotosintesis lipidos v Transporte
v" Viadel de urea
glioxilato
v" Reacciones
oxido-reduccién
Sefalizacion v ABA v Citocininas v" Homeostasis
v Etileno v' Auxinas auxinas
v' Azlcares v Brasinosteroides | v' Giberelinas
v' Karrikina
Desarrollo v Raiz v Tejido vascular | v/
v’ Tilacoides en cotiledones

<

Tallo

11




Procesos 16% 50% Ruptura de testa | Ruptura de
endospermo
Respuesta al v Cadmio v Hipoxia v Heridas
ambiente v’ Calor v Frio v" Homeostasis
v Escasez de agua Agua
Pared celular v Organizacion de
la pared
v' Formacion de
placa celular

El tratamiento de acondicionamiento promueve cambios en los niveles de transcripcion en
todas las etapas fisiologicas del proceso germinativo

Se llevo a cabo un andlisis comparativo de las semillas control y con tratamiento para cada
estado fisioldgico. Los cambios en los grupos funcionales detectados en las semillas tratadas
con acondicionamiento correspondientes a TO y 16%CRA no fueron significativos. Sin
embargo, para el TO se detectd un incremento significativo en la deteccion de 14 transcritos
relacionados con regulacién post-transcripcional, respuesta a estimulo mecanico vy
ubiquitinacion de proteinas. La deteccion de transcritos relacionados con la sintesis de 15
transcritos relacionados con sintesis de rafnosa y transporte de auxinas fue menor. Para las
semillas de 50% se incrementa la expresion de genes relacionados con estrés, metabolismo
y transporte de lipidos, fotosintesis y metabolismo de glutamina. El incremento en los genes
de respuesta a estrés también ocurre durante la ruptura de testa incluyendo la sefializacion
por jasmonico. Finalmente, durante la ruptura del endospermo hay una mayor respuesta a
estrés por falta de agua y de genes relacionados con el ensamble de microttbulos.

Las semillas secas (TO) de Ceiba aesculifolia que no responden al acondicionamiento
presentan un perfil transcriptémico relacionado con el inicio de la germinacién.

Los lotes de semillas control y con acondicionamiento que no responden al tratamiento y
corresponden a las semillas secas, con un CRA de 6-8%, se agrupan con las semillas con un
CRA de 16% (lotes de semillas control y con acondicionamiento que si responden al
tratamiento). Estos resultados indican que estas semillas, que corresponden a lotes
almacenados durante varios afios (2012 y 2014-3) o lotes recién colectados con un bajo
porcentaje de germinacion (2016), presentan el perfil transcriptdmico correspondiente al
inicio del proceso germinativo (Figura 4).
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Figura 4. Analisis de componentes principales de las 54 muestras correspondientes a los
tres lotes se semillas que si responden al acondicionamiento (SCy SP) y a los tres lotes que
no responden al acondicionamiento (NC y NP). “Cluster” naranja, semillas TO de los lotes
que si responden. “Cluster” café, semillas con CRA16% de los lotes que, si responden,
cluster verde musgo, semillas TO de los lotes que no responden. “Clusters” verdes, semillas
con CRA50% de los lotes que si responden y de los lotes que no responden al
acondicionamiento. “Clusters” azules, semillas con RT de los lotes que si responden y de
los lotes que no responden al tratamiento. “Clusters” rosas, semillas con RE de los lotes
que si responden y de los lotes que no responden al tratamiento.

Para comprobar que las semillas TO de los lotes que no responden al acondicionamiento
presentan un perfil transcriptomico equivalente al inicio de la germinacion (16%CRA) se
llevo a cabo una comparacion entre los dos perfiles transcriptomicos. Las diferencias se
encontraron en la mayor expresion de genes relacionados con la respuesta al cadmio, el
desarrollo de la hoja, la proteolisis dependiente de ubiquitina, la biosintesis de almidén y el
metabolismo de los aminoacidos aromaticos. Por lo tanto, no hubo diferencias en los procesos
relacionados con el inicio del metabolismo y la expresion de genes y sintesis de proteinas
que caracterizan a la primera fase transcripcional.

A diferencia de lo descrito para las semillas control con 50%CRA, las semillas que no
responden al acondicionamiento presentaron un cambio importante en la expresion de genes
perteneciendo la mayoria a grupos funcionales relacionados con la produccion de metabolitos
secundarios, sintesis de jasmanico y respuesta a estreses abidticos y bioticos.

El incremento en transcritos relacionados con metabolismo y con procesos de oxidaciéon y
reduccién se presenta durante la ruptura de testa tal como se describié para las semillas
control. Asimismo, hay un incremento en la expresion de genes relacionados con pared

13



celular y respuesta a diferentes tipos de estrés. Con respecto a las hormonas hay diferencias
importantes ya que se detectaron transcritos relacionados con el &cido giberélico, pero no con
auxinas o brasinosteroides. Finalmente, no hubo cambio durante la ruptura de endospermao.
Estos resultados apoyan que el perfil transcriptdmico de las semillas TO que no responden al
acondicionamiento corresponde al de la primera fase transcripcional y la segunda fase
transcripcional si ocurre durante la ruptura de la testa tal como describi6 para las semillas
control y las semillas de A. thaliana.

Cuadro 2. Procesos asociados a cada estado fisiologico durante la germinacion de semillas
gue no responden al acondicionamiento

Procesos 50% Ruptura de testa Ruptura de
endospermo
Metabolismo
relacionado con
ADN, ARN vy
proteinas
Metabolismo Procesos de Fotosintesis
intermediario oxidacion-reduccién | Metabolismo de
lipidos
Via del glioxilato
Procesos de
oxidacién-reduccion
Fijacion de Carbono
Metabolismo de
carbohidratos
Sefalizacién Transporte de
auxinas
Giberelinas
Karrikina
Desarrollo Gineceo
Hoja
Respuesta al Estrés oxidativo Frio
ambiente Escasez de agua Luz azul
Hipoxia Estrés oxidativo
Estrés salino
Frio
Hongos
Bacterias
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Procesos 50% Ruptura de testa Ruptura de
endospermo

Herida
Pared celular Organizacion de la
pared celular

Las semillas que no respondieron al acondicionamiento presentan una importante respuesta
a los estimulos ambientales tanto abi6ticos como bidticos durante el proceso germinativo
como puede observarse en el cuadro 2. Es importante sefialar que las vias metabdlicas
asociadas a la ruptura de la testa en estas semillas se comparten con las de las semillas que si
responden al acondicionamiento.

El acondicionamiento si altera la expresion de genes durante el proceso germinativo de
las semillas de los lotes que no responden al tratamiento

En las semillas imbibidas hasta un CRA 50% se incrementa la expresion de nuevos
transcritos (559 para las semillas control y 862 para las semillas con acondicionamiento) y
también se detecta una disminucion en la deteccion de algunos transcritos (247 para las
semillas control y 610 para las semillas con acondicionamiento). Los cambios
transcripcionales entre el 50% y la ruptura de testa se detectaron cambios muy importantes
en las semillas tratadas con acondicionamiento. Durante esta transicion se incrementa la
expresion de 762 genes para las semillas control y 1656 para las semillas con
acondicionamiento y disminuye la expresion de 470 y 1092 transcritos respectivamente.
Finalmente, al comparar la expresién entre la ruptura de testa y la ruptura del endospermo,
se detectd un aumento de 21 para las semillas control y 160 para las semillas con tratamiento
y una disminucion de 56 y 24 respectivamente (figura 5).
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Figura 5. Perfiles transcriptdmicos asociados a cada etapa de la germinacién en las
semillas de los lotes control (verde) y con acondicionamiento (azul) que, si responden al
tratamiento, y lotes control (morado) y con acondicionamiento (rosa) que no responden al
tratamiento. La diferencia en el nimero de transcritos se establecid con respecto al estado
fisiolégico anterior tal como fue realizado por Dekkers et al. (2013).

El analisis realizado para este informe es un analisis global que nos permite visualizar la
importancia de este proyecto para el estudio de los mecanismos presentes en el proceso
germinativo para responder a diferentes condiciones ambientales. El andlisis de los
mecanismos especificos para cada condicion se presentara en las diferentes publicaciones en
revistas nacionales e internacionales resultado de este proyecto.

En conclusion, este trabajo demuestra que el contenido relativo de agua puede ser utilizado
como un indicador del estado fisiologico de la semilla para poder llevar a cabo
comparaciones entre diferentes lotes y tratamientos (objetivo 2). Por otro lado, se demuestra
que el perfil transcriptémico de las semillas secas de los lotes que no responden al tratamiento
corresponde a un programa relacionado con los eventos tempranos de la germinacion
(objetivo 3 y 4). Es importante aclarar que dos de los lotes utilizados presentaron un
desempefio germinativo Optimo aunque no respondieron al acondicionamiento. Estos
resultados sugieren que estas semillas, aunque no han perdido vigor, presentan un estado de
desarrollo diferente y que, posiblemente, ya no respondan adecuadamente a los ciclos de
hidratacién-deshidratacion que ocurren en el suelo.
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Finalmente, se contribuy0 al conocimiento de la biodiversidad genética ya que se generd una
base de datos con alrededor de 350,000 secuencias de transcritos de C. aesculifolia y esta
base de datos puede ser utilizada por diferentes grupos de investigacion como referencia para
estudios ecofisiologicos, genéticos y de interaccion planta-ambiente
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