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RESUMEN

Gmelina arborea es una especie de importancia comercial. En Colombia, las
plantaciones se encuentran principalmente en la regién caribe, zona caracterizada por la
presencia de dos periodos de sequia al afo.

Para ampliar el conocimiento sobre los mecanismos de respuesta a estrés hidrico en
melina, se realiz6 un andlisis de expresion diferencial a partir de datos previamente
obtenidos para la especie. Se evaluaron cuatro métodos de ensamble de novo; una
estrategia de metaensamble fue seleccionada como la mas adecuada. El transcriptoma
fue anotado y se identificaron marcadores SSRs con predominancia de las repeticiones
de dinucleotidos AT y AG.

Los analisis de expresion diferencial entre raices estresadas y no estresadas, indicaron
activacion de genes de las vias dependientes e independientes de ABA. Algunos genes
pertenecian a la via de los monolignoles lo que evidencia cambios en la formacion de

lignina bajo condiciones de estrés.

La lignificacion esta relacionada con procesos de formaciébn de madera y con
mecanismos de respuesta a estrés. Con el fin de obtener conocimiento relacionado con
los genes involucrados en biosintesis y regulacion de las vias de lignificacidon en melina,
se emple6 una aproximaciéon de RNA-seq. EI ARN proveniente de arboles jévenes fue
secuenciado y las lecturas fueron ensambladas en 110.992 transcritos. Se anotaron
49.364 transcritos correspondientes a 5071 categorias ontologicas y 10.256 transcritos
fueron asignados a 130 vias metabolicas KEGG.

Se identificaron 20954 genes diferencialmente expresados entre hoja y tallo, de los
cuales se validaron siete por qRT-PCR. Adicionalmente se analiz6 el perfil de ARNs

pequefios expresados en xilema secundario.
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ABSTRACT

Gmelina arborea is a species of commercial importance. In Colombia, plantations are
mainly found in the Caribbean region, an area characterized by the presence of two

drought periods per year.

In order to increase the knowledge about the mechanisms of response to water stress in
melina, a differential expression analysis was done using data previously obtained for the
same species. Four de novo assembly methods were evaluated; a strategy of meta-
assembly was selected as the most appropriate. The transcriptome was annotated and

SSRs with AT and AG predominant repeats were identified.

Differential expression analyzes between stressed and non-stressed roots indicated
activation of genes of ABA-dependent and independent pathways. Some genes belong
to the monolignol pathway, which is indicative of changes in the formation of lignin under

stress conditions.

Lignification is related to processes of wood formation and mechanisms of response to
stress. In order to obtain knowledge related to genes involved in biosynthesis and
regulation of lignification pathways in melina, an RNAseq approach was used. RNA from
young trees was sequenced and reads were assembled into 110.992 transcripts. 49.364
transcripts were annotated corresponding to 5071 ontological categories and 10.256
transcripts were assigned to 130 metabolic pathways KEGG. 20954 genes were identified
as differentially expressed between leaf and stem, seven of them were validated by gRT-

PCR. Additionally, a profile of small ARNs expressed in secondary xylem was analyzed.
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1 CONTEXTO DE LA INVESTIGACION

1.1 INTRODUCCION

Gmelina arborea es una especie forestal maderable de alta importancia econémica en
varias regiones tropicales y subtropicales del mundo, que incluyen paises
latinoamericanos como Costa Rica, Venezuela, Colombia y Guatemala. Originaria del
sudeste asiatico, su introduccion y buena adaptacion al tropico americano estan
relacionadas con caracteristicas como rapido crecimiento, alta producciéon de biomasa,
versatilidad de usos de su madera, utilidad en sistemas agroforestales y de reforestacion,
gue permiten pronto retorno de inversion con tasas entre el 12y 18% y rendimientos de
hasta el doble (20-25 m3/ha/afio) con relacion a otras especies maderables. La melina
es igualmente conocida por su tolerancia al estrés hidrico y resistencia al fuego, ambas
caracteristicas de interés frente al fenémeno del cambio climatico global que impacta
también las plantaciones forestales comerciales. La especie también ha sido considerada
como uno de los forestales tropicales con mayor produccion bioenergética, generando
en promedio 265 toneladas de biomasa/hectarea (Onyekwelu 2011). Se ha determinado
ademas que presenta un potencial energético alto en el aceite de sus semillas y sus
residuos lignocelulésicos (Basumatary et al., 2012, Moya-Roque y Tenorio-Monge 2013),

aspectos que no han sido del todo potencializados a la fecha.

La madera de los arboles, se ha considerado como una fuente alternativa sostenible para
la obtencion de biocombustibles de segunda generacién (Hinchee et al., 2009), esta
aplicacién, sin embargo, implica un amplio conocimiento de las vias de produccion de los
componentes de la madera. Desde hace varios afios se ha venido estudiando la via de
los monolignoles (los cuales, al ser polimerizados, constituyen la lignina) en especies
modelo como Arabidopsis thaliana y mas recientemente en Populus sp, identificado los
genes implicados en la via y su funcion. Algunos de ellos se han modificado en plantas
como Populus con el fin de reducir el contenido de lignina y potencializar su uso como
fuentes de biocombustibles (Li et al., 2008, Littlewood et al., 2014).
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Si bien, la biomasa de melina especialmente la de su madera, presenta un alto potencial
para nuevos usos, no existe informacion con relacion a los genes metabdlicos y
regulatorios asociados con las diferentes vias de formacibn de madera y sus

componentes.

De otro lado, en Colombia, las plantaciones de melina mas extensas se ubican
principalmente en la zona de Caribe seco tropical, &rea caracterizada por la presencia
de un patrén bimodal de lluvias, en la que constantemente las plantas estdn sometidas
a periodos de déficit hidrico o incluso sequia, lo que afecta tanto el establecimiento de
nuevas plantaciones como los rendimientos de produccion (Rojas 2012).

Durante condiciones de estrés hidrico, es comdn encontrar que los patrones de
lignificacion también son modificados, sin embargo, los mecanismos moleculares
involucrados en este tipo de respuestas aun no son muy claros; por tanto, es importante
ampliar el conocimiento sobre este tipo de mecanismos, especialmente en especies
maderables de alta importancia cuyas plantaciones se encuentran constantemente en
condiciones de estrés como melina. Esta informacion es relevante para apoyar
programas de mejoramiento de la especie con miras a la obtencion de material tolerante
a estrés hidrico o en la potencializacién de nuevos usos como fuente de biocombustibles.
Un mayor conocimiento de las vias de lignificacién y su regulacion en melina, también
puede ser relevante para el mejoramiento de caracteristicas de uso actual como la

calidad y produccién de la madera y de la pulpa de papel.
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1.2 OBJETIVO GENERAL

Identificar genes involucrados con las vias de produccion de lignina y la respuesta al

estrés hidrico en Gmelina arborea.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Complementar y optimizar el ensamble de novo y la anotacion funcional del
transcriptoma de melina en respuesta al estrés hidrico

2. Caracterizar funcionalmente el transcriptoma obtenido a partir de tejido lignificado
(xilema secundario).

3. Identificar genes metabdlicos y reguladores diferencialmente expresados en tejido
lignificado (xilema) frente a tejido no lignificado (foliar).

4. Caracterizar e identificar ARNs reguladores no codificantes expresados en xilema.
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1.4 IMPORTANCIA'Y ALCANCE DEL ESTUDIO

Este estudio constituye el primer reporte relacionado con la caracterizacion del
transcriptoma de xilema de Gmelina arborea, tanto a nivel de transcritos largos (ARNm)
como ARNSs pequefios reguladores (miARNSs). Ademas, complementa el trabajo obtenido
anteriormente por Rosero y colaboradores (2011), optimizando el ensamble de novo del
transcriptoma de respuesta a estrés hidrico, y aportando nuevas métricas de caracter
funcional en la valoracion de la calidad del ensamble de dicho transcriptoma.

Se espera que los resultados obtenidos, sirvan como base para futuros proyectos
relacionados con ensamble de novo de transcriptomas en esta u otras especies de
plantas, y con analisis de expresion génica y asociacion genotipo/fenotipo orientados al
mejoramiento de caracteristicas de la madera y/o tolerancia a estrés hidrico en esta

especie o especies cercanas filogenéticamente.
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2 GENERALIDADES DE Gmelina arborea Robx.

La melina (Gmelina arborea Robx) es una especie diploide con 38 a 40 cromosomas que
tradicionalmente se ha asignado a la familia Verbenacea, sin embargo, el sistema de
clasificacion taxonomica APG, la ubicd recientemente como miembro de la familia
Lamiaceae.

G. arborea crece naturalmente en las regiones célidas y templadas del sur de Asia, en
latitudes de 5-30°N, longitudes entre 70-110° E, y un rango altitudinal de 50 a 1300
m.s.n.m, con una precipitacion anual de 760-4500 mm (Espinoza 2003, Dvorak 2004).
Es una especie que se encuentra naturalmente en selvas de Birmania, India,
Bangladesh, Sri Lanka, Tailandia, Sur de China, Camboya y Sumatra en Indonesia
(Rodriguez et al., 2004), pero que ademas se ha diversificado en otras zonas tropicales
en Africa y Latinoamérica (figura 1) donde ha adquirido gran importancia comercial. En
Costa Rica, por ejemplo, la melina constituye una de las especies que mas se
comercializa por su versatilidad en la industria de la construccion y la ebanisteria
(Barrantes y Ugalde 2015).
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Figura 2.1. Distribucion geogréafica de Gmelina arborea. Fuente: Moya y Tomazello (2008).

En Colombia, gracias a sus cualidades, empresas como Monterrey Forestal (filial de
Pizano S.A) y Smurfith Cartén de Colombia, establecieron plantaciones comerciales de

melina en distintas zonas de la costa atlantica, los llanos orientales, Cundinamarca y
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Tolima, con especial éxito en términos de adaptacion en regiones del Caribe seco
tropical. Para el 2009, las plantaciones representaban cerca de 14.000 hectareas
(Cadena y Guauque 2009). Se estima que para el 2025, departamentos como Cdérdoba,
contaran con cerca de 200.000 hectareas dedicadas a la silvicultura, principalmente con
especies como teca, acacia y melina (Espitia et al., 2015).

2.1 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

La melina, es una especie de corta vida cuya edad no supera los 30 afios; presenta un
rapido crecimiento hasta los cinco o seis afios después de haber sido plantada,
alcanzando en buenas condiciones una altura de 20 metros en cinco afos (Espinoza
2003, Dvorak 2004). Las hojas son grandes, simples, opuestas, enteras, dentadas,
decoloradas, con haz verde y glabro, envés verde palido y aterciopelado, nerviacion
reticulada, estipulas ausentes. Las flores son numerosas, amarillo anaranjadas, en
racimos, monoicas perfectas con inflorescencia en racimo o panicula cimosa, el céliz de
la flor es tubular con 4-5 sépalos soldados en la base del ovario, de color amarillo. El
fruto es una drupa de color verde, las semillas se encuentran dentro del endocarpo del
fruto, de forma elipsoidal y testa color café. El embridn es recto y ocupa toda la cavidad

de la semilla (Rodriguez et al., 2004).

Figura 2. 2. Planta de Gmelina arborea. Se detallan flores, fruto y hojas. Fuente:
http://cookislands.bishopmuseum.org/MM/MX1-4/4P287_Gmel-arbo_RR2_GM_MX.jpg.
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2.2 CARACTERISTICAS DE LA MADERA

La corteza del tronco se caracteriza por ser suave, de color marrén palido a gris en los
estados juveniles, mientras que en los adultos presenta un color bronceado. EI duramen
es de color marrén palido a bronceado y la albura blanquecina (Espinoza 2003). La
madera es facil de trabajar, obteniéndose una superficie lisa y uniforme, es una especie
moderadamente tolerante a la pudricién y con alta resistencia a las termitas

La madera de melina se utiliza principalmente en la industria de la carpinteria, para la
elaboracién de muebles y contrachapados (Espinoza 2003, Osorio 2004), también se
elaboran fosforos y objetos tallados. En Costa Rica la madera se utiliza en el &rea de la
construccion estructural y de obra liviana y se emplea también para la decoracion interna
de casas y edificios (Obregon 2005); la pulpa se utiliza para la elaboracion de papel de
escribir e imprimir (Gonzalez y Serrano 2004).

Con relacion a la composicion de la biomasa lignocelulosica, se ha estimado un
contenido de lignina del 25-29%, celulosas, 43-47% y hemicelulosas aproximadamente
del 20% (Armita et al., 2016). En este estudio también se determiné el contenido de
lignina en tallos jovenes de melina, (anexo 3), encontrando un porcentaje promedio de

22.7% y una proporcion de lignina S/G de 3.75.

Se ha estudiado la potencial utilidad de la biomasa lignoceluldsica de melina como fuente
de energia alternativa, por ejemplo, Adegoke et al. (2014) analizaron las propiedades de
pirolisis en residuos de madera, indicando que son adecuados para cocina doméstica y
biocombustibles. Amirta et al. (2016) caracterizaron la biomasa indicando una alta
presencia de holocelulosas y la calificaron como viable para la produccién de etanol,
calculando una produccién tedrica en 239 L/ton. Tenorio et al. (2016), analizaron la
produccion de biomasa y energia calorica de acuerdo al tipo de 6rgano, determinando
una produccién mas alta para el tronco con relacion a ramas y hojas. Los mismos
autores, también analizaron algunas caracteristicas para el establecimiento de
plantaciones enfocadas a la produccion energética en una plantacion comercial de
melina en Costa Rica encontrando una produccion de biomasa y energia de 4.2 a 22.6
ton/ha y de 53.2 a 499.4 Gj/ton/ha respectivamente, indicando que estas producciones
son equivalentes a las obtenidas en plantaciones de especies como eucalipto y alamo.
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2.3 USOS MEDICINALES

En paises como India, la melina ha sido utilizada como parte de la medicina tradicional,
aprovechando diferentes 6rganos como frutos, raices, flores, hojas y corteza. Dentro de
sus propiedades medicinales, los extractos vegetales se reportan como antihelminticos
(Kulkarni y Veeranjaneyulu 2010), antimicrobianos (Mahmood et al., 2010), antioxidantes
(Dhakulkar et al.,, 2005), cardioprotectores, antidiabéticos, inmunomodulatorios,

antipiréticos y analgésicos (Pathala et al., 2015).

Diferentes investigaciones se han enfocado en la identificacibn de los compuestos
guimicos de interés farmacologico en la especie, indicando la presencia de luteolina,
apigenina, quercetina, diversos flavonoides, indol alcaloides, &cidos oleico, linoleico y
palmitico, diferentes tipos de lignanos, y glicosidos fenilpropanoides (Dhakulkar et al.
2005, Pathala et al. 2015)

2.4 USOS EN SISTEMAS AGROFORESTALES

La melina, también ha sido utilizada en el establecimiento de sistemas agroforestales en
combinacién con diferentes cultivos como cacao, café, platano y palmito entre otras,
ofreciendo servicios en estas asociaciones como produccion de madera, sombrio y cerca

viva (Moya yTenorio 2013).

2.5 ESTUDIOS GENETICOS EN LA ESPECIE

Si bien, la melina ha adquirido alta importancia como especie maderable, es poco lo que
se conoce acerca de su genoma y expresion genética; la mayoria de estudios se
relacionan con analisis de diversidad genética. En el GenBank se cuentan actualmente
con cerca de 70 registros consistentes principalmente en secuencias microsatélitales y

algunos genes metabdlicos (https://www.ncbi.nim.nih.gov/).
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En cuanto al tamafio del genoma de melina, en este estudio se realiz6 una primera
estimacion del valor C (tamafio haploide del genoma) utilizando citometria de flujo, la

cual indico un tamafio de 467 Mbp (Anexo 2).

Con relacion a estudios de expresion génica, Rasineni et al. (2010) realizaron un analisis
protedmico para obtener el perfil de proteinas de hojas, utilizando electroforesis
bidimensional y espectrometria de masas (MS/MS), encontrando 64 manchas circulares
de proteinas principalmente asociadas a funciones fotosintéticas.

Por otro lado, Rosero et al. (2011) obtuvieron un primer transcriptoma relacionado con
respuestas a estrés hidrico utilizando librerias sustraidas de raices y hojas, y
secuenciando con la tecnologia 454 Roche. En este estudio se encontraron cerca de
18.000 genes e identificaron diferentes elementos relacionados con los mecanismos
moleculares ABA dependientes e independientes como factores de transcripcion,
dehidrinas, acuaporinas entre otros, determinando similitud de estos mecanismos con

los conocidos actualmente.
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3 OPTIMIZACION DEL ENSAMBLE PARA LA OBTENCION DE UN TRANSCRIPTOMA
DE REFERENCIA RELACIONADO CON RESPUESTAS A ESTRES HIDRICO EN TECA
BLANCA (Gmelina arborea Roxb)

3.1 MARCO TEORICO

3.1.1 Estrés hidrico en plantas

El estrés hidrico o estrés por déficit hidrico aparece cuando el suministro de agua a nivel
del suelo es insuficiente para mantener el equilibrio hidrico en la planta y sostener el
crecimiento, la fotosintesis y la transpiracion. La sequia es una condicién extrema de
déficit hidrico y se considera uno de los factores mas limitantes para los cultivos y
plantaciones en todo el mundo. Este estrés se ha visto ademas incrementado en las
Ultimas décadas, con periodos cronicos o agudos, como consecuencia del calentamiento
global (Farooq et al., 2012, Mantri et al., 2014).

Las plantas han desarrollado distintas estrategias para poder enfrentar el estrés hidrico,
entre ellas estan los mecanismos de escape, evitacién y tolerancia (figura 3.1). El escape
se define como la capacidad de la planta para acelerar y completar su ciclo de vida antes
de entrar en estrés hidrico como tal. Las especies con este tipo de estrategias son por
ende capaces de percibir las condiciones ambientales (incremento de temperatura y/o
intensidad luminica, cambios menores en el potencial hidrico del suelo) para anticipar la
llegada del estrés, activando vias de desarrollo (floracion y fructificacion) con el fin de
asegurar la obtencion de semilla (progenie) y asegurar la perpetuacion de la especie una
vez haya pasado el estrés. En las plantas que presentan esta estrategia se considera
gue no existe una aclimatacion o adaptacién de caracter fisiolégico, bioquimico o
morfolégico especificamente dirigido a responder al estrés puesto que no llegan a

experimentarlo (Bacelar et al., 2011).

La evitacion, por otro lado, se presenta en condiciones de estrés hidrico bajo a moderado:
las plantas logran mantener el equilibrio hidrico en sus tejidos y Organos, evitando

pérdidas en el contenido de agua a pesar de la reduccion del potencial hidrico o
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disponibilidad de agua en el suelo, por medio de mecanismos que incluyen minimizar la
pérdida de agua por evapotranspiracion y optimizacion en la toma de agua, por ejemplo,
mediante el cierre estomatico, el incremento de la acumulacion de ceras en la superficie
foliar o el incremento en la superficie del sistema radical para una mayor toma de agua
(Fang y Xiong 2015, Basu et al., 2016). En el caso de la tolerancia, la planta enfrenta el
bajo contenido de agua a través de caracteristicas adaptativas, manteniendo cierto nivel
de las actividades fisioldgicas bajo estrés severo; estas caracteristicas incluyen el
mantenimiento del turgor celular a través de ajuste osmotico y elasticidad celular,
también se ajustan las actividades de enzimas de defensa celular para reducir la

acumulacion de sustancias toxicas (Fang y Xiong 2015).

A nivel de los mecanismos moleculares involucrados en las respuestas fisiologicas
relacionadas con estrés hidrico moderado y severo, se sabe que las plantas perciben las
sefales de estrés a través de osmosensores de membrana plasmatica y vacuolar que,
como consecuencia de la pérdida de turgor, activan una serie de vias de transduccion
de sefiales en las que intervienen segundos mensajeros como Ca?*, especies reactivas
del 6xigeno (ROS), fosfoglicerol, acido abscisico (ABA) y diacilglicerol lo que resulta en
la activacion de una serie de factores de transcripcidn que a su vez se encargan de
activar los genes efectores 0 genes de respuesta y de adaptacion al estrés (Shinozaki
etal., 2017). Estas vias de transduccion complejas involucradas en la respuesta al estrés
hidriico son comunes o compartidas con las vias de respuesta a otros tipos de estrés
abidtico (frio y salinidad), incluso existen evidencias de regulacion cruzada con vias

implicadas en estrés biodtico (fitopatdgenos).

Se han reportado dos vias principales de transduccion de sefiales para la activacién de
los genes de respuesta al estrés hidrico: la via ABA dependiente y la via ABA
independiente. En la via ABA dependiente como resultado de la percepcion de las
sefales de estrés, el ABA es sintetizado y/o transportado al interior de las células
activando un complejo proteinico (PYL/PYR/RCARS) que a su vez desencadena la
accion de proteinas como SnRK2s que fosforilan factores AREBs/ABFs (Abcisic acid-

Responsive Element Binding protein/Abre binding factor) que constituyen una subfamilia
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de factores de transcripcion bZIP. Estos factores de transcripcién reconocen elementos
reguladores de tipo cis, en las regiones promotoras o reguladoras de sus genes blanco
denominados ABREs y caracterizadas por la presencia de un motivo PyYACGTGG/TC
(Fang y Xiong 2015, Shinozaki et al., 2017).

De otro lado la via independiente de ABA involucra la activacion de factores de
transcripcion DREB (Dehydration-Responsive Element Binding protein) que pertenecen
a la familia AP2 (APETALA2) /ERF (Ethylene-Responsive Element-Binding factor). El
principal factor involucrado en esta via es DREB2, que activa diferentes genes blancos
por reconocimiento de elementos CRT/DRE, con un motivo A/IGCCGAC en sus regiones

reguladoras (Nakashima et al., 2014).

Otros factores de transcripcién gue también se han relacionado con las vias de activacion
de respuesta a estrés hidrico son miembros de las familias MYC, MYB NAC y WRKY.
En el caso de los factores NAC, éstos reconocen secuencias con el motivo MYC-like
(CATGTG) en los genes blanco (Nakashima et al., 2014, Shinozaki et al., 2017). En el
caso de algunos factores WRKY, también se ha reportado que sus respectivos genes
contienen regiones reguladoras con motivos ABRE, por lo cual podrian ser activados via
factores bZIP (Triphati et al., 2014). Se ha sugerido ademas que las dos vias pueden
estar interconectadas: DREB2 por ejemplo puede interactuar fisicamente con proteinas
AREB/ABF, también los elementos DRE/CRT pueden ser reconocidos por factores de
transcripcion AREB (Nakashima et al., 2014).

Dentro de los genes efectores activados como respuesta al estrés hidrico, se encuentran
genes que codifican proteinas relacionadas con diversas funciones celulares y
moleculares como proteinas de detoxificacion de especies ROS, proteinas relacionadas
con regulacion osmatica que aseguran en gran medida el mecanismo de ajuste osmatico:
acuaporinas, transportadores de iones, proteinas involucradas en la
biosintesis/acumulacion de solutos compatibles y proteinas involucradas en la

estabilizacién de enzimas/proteinas (chaperonas moleculares, dehidrinas).
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En el caso de proteinas detoxificadoras se ha reportado que enzimas como superoxido
dismutasas (SOD), peroxidasas (POX) o catalasas (CAT), juegan un papel clave en la
proteccién de las células de los dafos causados por moléculas ROS. Por otro lado, las
proteinas pertenecientes a la familia LEA (Late Embryogenesis Abundant Protein family)
entre las cuales se destacan las dehidrinas (DHN), que se consideran proteinas claves
para la tolerancia a sequia, salinidad o frio, ya que parecen ser indispensables para que
las plantas se recuperen tras sufrir periodos de estos tipos de estrés. Junto con las
proteinas LEA, las proteinas de choque térmico (HSP) o chaperonas moleculares y la
betaina aldehido dehidrogenasa, son importantes dentro de los procesos de
estabilizacion de los componentes celulares y el mantenimiento del homeostasis
osmotica, estrechamente relacionada con el balance hidrico de los tejidos vegetales
(Shinozaki et al., 2017)

Los solutos compatibles son compuestos de bajo peso molecular que se acumulan en
el citoplasma de las células vegetales, dentro de los que se destacan aminoacidos como
la prolina, o derivados portadores de amonio cuaternario como las betainas (glicina-
betaina, alanina-betaina o prolina-betaina) encargadas de estabilizar las estructuras
cuaternarias de las proteinas, mantener la integridad de las membranas biologicas y a
su vez actuar como osmolito retenedor de agua intracelular, o azUcares (trehalosa,
rafinosa o sucrosa) igualmente encargados de mantener la turgencia celular, estabilizar
estructuras proteicas o incluso servir de moléculas sefial para el mantenimieto de la
activacion dependiente de ABA. Otras sustancias involucradas en los procesos de
osmoregulacion y también en la eliminacién de ROS son polialcoholes como glicerol,
sorbitol manitol (Bacelar et al., 2011). Los genes efectores asociados con solutos
compatibles incluyen tanto los genes codificantes de las enzimas responsables de la
biosintesis de éstos, como las proteinas transportadoras de membrana plasmatica o
vacuolar responsables de su acumulacién (Jarzyniak y Jasinski 2014).

Asi la respuesta fisiologica de las plantas al estrés hidrico y el fenotipo de tolerancia al
mismo estan soportados por un conjunto complejo de vias de sefalizacion, redes
regulatorias génicas y redes metabdlicas ademas de procesos necesarios de
comunicacion entre organos (raiz — 6rganos aéreos fotosintéticos) los cuales han sido

caracterizados parcialmente en plantas modelo o cultivos de gran importancia econémica
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pero que aun requieren investigaciones a varios niveles para poder llenar vacios de
conocimiento importantes y poder ser completamente dilucidados. Los estudios que
abordan estas respuestas complejas en plantas no modelo o cultivos huérfanos del
tropico son aun muy escasos 0 completamente inexistentes, como es el caso para la

melina.
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Figura 3. 1. Principales mecanismos de respuestas de las plantas al estrés hidrico. Las respuestas se clasifican en diferentes
niveles, morfolégico, fisiol6gico y celular/molecular. Fuente: Obidiegwu et al. (2015)



3.1.2 Optimizacién de ensambles

Las herramientas de siguiente generacion para analisis de ARN, o RNA-seq, han
permitido obtener informacion global util acerca de la expresion génica de especies no
modelo sin genoma de referencia, en el caso de secuenciamiento 454 Roche® con la
ventaja de generar lecturas mas largas en comparacion a otros como Illumina®, lo cual

facilita el ensamble de novo (Liu et al., 2012).

Debido a que no existe un referente, obtener un buen transcriptoma de novo en especies
no modelo constituye un gran reto, por lo cual la revision y optimizacion de los ya

existentes es deseable.
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Algunos ensambladores clasicos utilizados con datos 454 son MIRA (Chevreux et al.,
2004), Newbler (Margulies et al., 2005) y TGICL (Pertea et al., 2003), pero también
algunos ensambladores de tipo grafos de bruijn disefiados para analizar datos de illumina
como Trinity, Oases y Trans Abyss han sido utilizados con éxito en datos 454 (Ren et al.,
2012). Generalmente la obtencion de un ensamble implica el uso de un unico programa,
pero actualmente se han reportado diferentes estrategias para obtener ensambles de
novo mas representativos, por ejemplo, mediante la fusién de diferentes ensambles con
distintos valores k-mer; o también obteniendo ensambles con diferentes programas y
después fusionandolos y eliminando redundancias con programas como CD-Hity CAP3
(Hara et al., 2015). También algunos flujos bioinformaticos como el Evidentialgen
pipeline

(http://arthropods.eugenes.org/EvidentialGene/about/EvidentialGene trassembly pipe.

html) y las herramientas de clustering de TGl clustering tools

(http://sourceforge.net/projects/tgicl/) han sido desarrollados con el fin de obtener

ensambles representativos optimizados.

Aungue clasicamente se han utilizado metricas como longitud de contig o valores N50
en la evaluacién de ensambles, la mayoria de ellas son limitadas, por lo cual actualmente
se hace el uso de métricas adicionales que permitan determinar la relevancia biol6égica
del transcriptoma (Hara et al., 2015). Al respecto herramientas como TRAPID permiten
identificar ORFs y realizan una anotacion rapida del transcriptoma (Van Bel et al., 2013)
y CEGMA realiza un anélisis comparativo con bases de genes ort6logos (COGs 0 KOGS)
para obtener un catalogo basico de genes eucariontes que estan representados en el

genoma o transcriptoma obtenido (Parra et al., 2007).
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3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Obtencidn de datos para andlisis bioinformatico.

Para la optimizacién del ensamble de novo del transcriptoma de respuesta a estrés
hidrico en melina, se utilizaron los datos con las secuencias obtenidas por tecnologia 454
de Roche® (Rosero et al., 2011), provenientes de tres librerias diferentes:

e Hojas de plantas de melina de 60 dias post germinacion (edad promedio de
plantas al momento del trasplante a campo) sometidas a estrés hidrico por medio
de adicion de PEG al 12% en ensayos hidroponicos.

e Raices de las mismas plantas sometidas a estrés hidrico anteriormente descritas.
e Raices de plantas control de 60 dias post germinacién, no estresadas.

El ARN fue extraido utilizando el método de Chomcszynsky y Sachi (1987). Cada libreria
fue constituida y generada a partir de agrupamientos de ARNs, de una unidad
experimental de cinco plantas, todas pertenecientes al mismo genotipo o clon 66
reportado como el mas tolerante a sequia de acuerdo a comunicaciones personales de
la empresa PIZANO S.A. Las librerias fueron secuenciadas en una sola corrida de

secuenciacion 454 GS FLX Titanium, usando barcoding.

La limpieza de las secuencias se realizo utilizando la herramienta seqtrimnext (Falgueras
et al. 2010) para eliminar indeterminaciones, lecturas de baja calidad (seleccionando
valores de calidad (Phred Score) Q = 20), ARN ribosomal y ARN contaminante utilizando
bases de datos de ARNm de humanos, bacterias y hongos. Los homopolimeros,
artefactos clasicos de la pirosecuenciacion 454, fueron removidos utilizando NGSQC
Tool kit (Patel y Jain 2012).
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3.2.2 Ensamble del transcriptoma de referencia.

Para obtener un transcriptoma de referencia, las lecturas filtradas de las tres librerias
fueron fusionadas. Con el fin de encontrar una estrategia 6ptima de ensamble de novo,
se utilizaron y compararon tres programas distintos de ensamble: Newbler, ensamblador
desarrollado y recomendado por la misma platforma 454 de Roche (Margulies et al.,
2005), Trinity (Garbherr et al., 2011) y Oases (Shulz et al., 2012). Adicionalmente, se
comparé la calidad de los anteriores ensambles con el obtenido a partir de un pipeline
de metaensamble para transcriptomas (Melicher et al., 2014). Oases y Newbler se
corrieron en el cluster de la Universidad Javeriana. Para el caso de Oases, se realizaron
ensambles individuales con diferentes valores de k-mer (19-59, con kmer impares), estos
ensambles posteriormente fueron combinados y ensamblados con un valor k-mer de 27,
de acuerdo a las recomendaciones de los autores para transcriptomas de organismos
eucariontes (Shulz et al., 2012). Newbler se corrid con los siguientes parametros: longitud
de sobrelapamiento 40 pb, minima identidad de sobrelapamiento 90. Trinity se corrid
localmente, utilizando un valor k-mer de 25.

El flujo de meta-ensamble (figura 3.2) consistié en reensamblar los transcritos de mejor
calidad obtenidos por los ensambladores anteriores por medio de una herramienta de
ensamble de contigs ampliamente empleada en ensamble de genomas: CAP3 (Huang y
Madan 1999). El metaensamble con CAP3 ofrece como ventaja adicional la eliminacion
de transcritos redundantes presentes en los ensambles individuales, necesaria cuando

el objetivo es la obtencién de un transcriptoma de referencia representativo.
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I
Control de calidad (QC) y filtrado
(seqgtrimnext, NGS QC toolkit)

[ |
Ensamble con Oases Ensamble con Trinity
K-mer (19-57) k-mer (25)

Combinar contigs y singletons

Filtrado:
Eliminacién < 200 nt
+ baja complejidad

Meta-ensamble
CAP3

Figura 3 .2.Metodologia para la obtencién del metaensamble. El flujo de trabajo tom6 como base el
reportado por Melicher et al (2014).

Asi, para el metaensamble, se emplearon los contigs de los ensambles producidos por
Oases con los producidos por Trinity; los contigs con menos de 200 bases fueron
previamente eliminados al igual que las regiones con baja complejidad usando Seqclean

( https://sourceforge.net/projects/seqgclean).

Las métricas clasicas para evaluar los ensambles (nUmero de contigs, N50, longitud del
ensamble) fueron determinadas utilizando el programa Quast (Gurevich et al., 2013). Sin
embargo, la calidad del ensamble de novo fue evaluada en forma complementaria a partir
de métricas funcionales con mayor relevancia biolégica como el nimero de ORFs que
presentaron coincidencias con secuencias de bases de datos de proteinas (nry TAIR10),
se tuvo en cuenta el numero de ORFs completos (full length), casi completos o parciales.

36


https://sourceforge.net/projects/seqclean/

Estas métricas funcionales se obtuvieron empleando el flujo de analisis funcional de
transcriptomas TRAPID (Van Bel 2013).

Finalmente, el transcriptoma de referencia derivado del metaensamble fue anotado
utilizando Blastx, Mercator (Lohse et al., 2013) al igual que TRAPID, y utilizando como

bases de datos de proteinas TAIR10 y nr.

3.2.3 Andlisis de expresion diferencial.

Las lecturas (tejido estresado y no estresado) se mapearon contra el metaensamble
utilizando Segemehl (Hoffmann et al., 2009). Los conteos de expresion se obtuvieron a
partir de los archivos bam, utilizando samtools (Li et al., 2009) y bedtools (Quinlan y Hall
2010). El analisis de expresion diferencial se realizo calculando el cambio logaritmico de
expresion (Logz FC) entre la libreria de raices estresadas en comparacion con la libreria
de raices no estresadas. El Logz FC fue calculado utilizando valores de expresion
normalizados RPKMs. Los genes expresados diferencialmente fueron seleccionados
utilizando el test de Wilcoxon con un p-value ajustado < 0.05. La visualizacion de los
genes expresados diferencialmente se realizé utilizando la herramienta Mapman (Thimm
etal., 2004) tomando como base de anotacion las categorias de anotacion Bin generadas

por Mercator.

Para la libreria de hojas, se obtuvo un perfil de anotacién utilizando Pageman (Usadel et
al., 2006), previamente las lecturas fueron mapeadas contra el metaensamble usando
Segemehl, con los RPKMs obtenidos se calcul6 el cambio logaritmico de expresion (logz

fold change) y se aplico el test de Wilcoxon con un valor p < 0.05.

Con el fin de validar la identidad de dos putativos factores de transcripcion involucrados
en las respuestas a estrés hidrico en melina (DREB2 y RD22), se realizdé un analisis
filogenético utilizando el software MEGA X (Kumar et al., 2018). Las secuencias de
aminoacidos de los genes de las distintas plantas utilizadas en el analisis fueron

recuperadas de la base de datos del NCBI.
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3.2.4 Identificacién de marcadores SSRs.

La identificacion de marcadores SSR se hizo utilizando el programa MISA (Thiel et al.,

2003) con los parametros por defecto; este programa se encuentra como parte de las
herramientas de Galaxy (Afgan et al., 2018).
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Obtencion del transcriptoma de referencia.

En latabla 3.1 se muestran los datos relacionados con la limpieza y filtrado de secuencias
en las tres librerias (raices no estresadas, hojas estresadas y raices estresadas).
Después del proceso de limpieza, se obtuvieron entre 19-75% de lecturas de buena
calidad; la libreria de raices no estresadas produjo la menor cantidad de lecturas con
buena calidad, probablemente debido a problemas en la generacion de las librerias de
ADNc y/o en la amplificacion (PCR en emulsién) puesto que la profundidad de la

secuenciacion fue muy inferior comparado con las otras dos librerias.

Las lecturas de buena calidad de estas tres librerias fueron fusionadas para obtener el

transcriptoma de referencia, en total 602.636 lecturas fueron utilizadas

Tabla 3. 1. Resumen del proceso de limpieza de librerias utilizadas para la obtencién del transcriptoma de
referencia.

Limpieza Libreria

Raices no Hojas Raices Total
estresadas estresadas estresadas
N° de lecturas 70822 401181 377185 849188
antes de la
limpieza
N° de Lecturas 13718 287149 301769 602636
después de la
limpieza

Se evaluaron cuatro métodos de ensamble para estas lecturas: tres ensambladores
individuales y un flujo de metaensamble. Al comparar y combinar las métricas clasicas
basadas en tamafio, y métricas de tipo funcional de los diferentes ensambles individuales
(Tabla 3.2), sorpresivamente el ensamblador Newbler recomendado por la misma
plataforma 454 fue el que presentd peores indicadores de calidad de ensamble tanto por
tamafio como en términos de anotacién funcional, comparado con los otros dos

ensambladores que usan como algoritmo de ensamble los k-mers y grafos de Bruijn. Por
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este motivo, para el metaensamble se decidié sélo combinar los transcritos o contigs

derivados de los ensambles realizados por Trinity y Oases.

Al comparar los mejores ensambles individuales con el metaensamble, este ultimo fue
escogido como el de mejor calidad: fue el que generé los mejores valores N50 y el mayor
namero de contigs > 1000 pb en comparacion con los otros ensambles individuales. Por
otro lado, las métricas funcionales relacionadas con la anotacion generada por TRAPID
como metaanotacion de ORFs (para contigs con ORFs completos, casi completos o
parcial), anotacion GO y pertenencia a familias génicas, fueron superiores en el
ensamble de Oases y en el metaensamble (tabla 3.2). Aunque Trinity fue el ensamblador
gue generé el mayor niumero de contigs y tuvo un mayor numero de ORFs con
metaanotacion y mas especificamente un mayor cubrimiento de ORFs completos, fue
descartado para el ensamble de transcritos derivados de datos 454 al evidenciar un bajo
namero y porcentaje de transcritos con asignacién a dominios proteicos y a categorias
GO. A su vez, el ensamble con Oases presentd excelentes métricas de tipo funcional,
incluso ligeramente superiores al metaensamble, pero, debido a que, en el
metaensamble, CAP3 ofrece la ventaja de alargar contigs al mismo tiempo que elimina
redundancias y que en el metaensamble se incluyeron los contigs obtenidos por Oases,
este se seleccioné como transcriptoma de referencia para continuar con los analisis

posteriores.
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Tabla 3. 2. Comparacién de algunos parametros para los cuatro diferentes métodos de ensamble
evaluados.

Parametro Newbler Trinity Oases Metaensamble |
# contigs (>=0 5392 25809 19223 19868
bp)
# contigs (>= 26 1130 1101 1300
1000 bp)
Longitud total 32313 1478754 1579785 1779595
(>=1000 bp)

GC (%) 46.04 43.67 46.43 45.89
N50 620 615 740 769
Transcritos en 3224 (59.8%) 22431 13721 13558 (68.2%)

familias (86.9%) (71.4%)
génicas
Transcritos 2391 (44.3%) 2451 (9.5%) 10284 10028 (50.5%)
con GO (53.5%)
Transcritos 2639 (48.9%) 2662 (10.3%) 11100 10875 (54.7%)
con dominios (57.7%)
proteinicos
Meta anotacién 109 (2%) 1583 (6.1%) 1161 1236 (6.2%)
full-length (6%)
Meta anotacién 1130 (21%) 3632 (14.1%) 4743 3880 (19.5%)
casi full-length (24.7%)
Meta anotacion 1902 (35.3%) 16763 (65%) 7384 8065 (40.6%)
parcial (38.4%)
Meta anotacion 2251 (41.7%) 3831 (14.8%) 5935 6687 (33.7%)
Sin (30.9%)
informacion

3.3.2 Anotacion del metaensamble.

El metaensamble fue anotado utilizando Mercator, Blastx y TRAPID. 73% de los contigs
presentaron anotacion Blast y 52% fueron anotados por Mercator (figura 3.3), las
principales categorias ontolégicas (GO) asignadas a los transcritos de referencia a nivel
de funcion molecular fueron: metabolismo de proteinas y ARN, fotosintesis, sefializacion
celular y transporte. Cabe destacar que la categoria GO de respuesta a estrés quedd
igualmente bien representada con un 2,7% de los transcritos, inmediatamente seguida

de la categoria metabolismo de aminoacidos.
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Figura 3. 3. Anotacion del metaensamble. Se muestran las principales categorias de anotacion,
obtenidas con la herramienta Mercator.

3.3.3 Expresion diferencial en respuesta a estrés en raiz.

Con el fin de identificar patrones de expresion diferencial entre raices estresadas y no
estresadas, se emplearon los valores de expresion diferencial (Log2FC) obtenidos a
través de la herramienta Mercator. Sélo los valores estadisticamente significativos y con
valores absolutos de Log2FC > 2 fueron visualizados a través de la herramienta Mapman.
En la tabla 3.3 se presentan, las principales vias metabolicas y categorias funcionales
junto con el numero de transcritos asociados en las que se determinaron cambios de
expresion significativos. Sobresalen en cuanto a nimero de transcritos con expresion

diferencial las categorias asociadas con metabolismo de proteinas (degradacién proteica
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y modificaciones postraduccionales) asi como la categoria de metabolismo de
fitoreguladores homonas) que denotan alteraciones importantes a nivel de estabilidad de
las proteinas y funciones asociadas, asi como cambios fisiologicos y de crecimiento /
desarrollo importantes mediados por fitoreguladores en el sistema radical de las plantas

sometidas a estrés.

Tabla 3.3. Algunas vias metabdlicas con cambios significativos en los patrones de expresién. Los
cambios fueron significativos con un valor p < 0.05, de acuerdo a la anotacion funcional obtenida por
Mercator.

Bin Categoria funcional Genes

| 31.1.1.1.1  Organizacion celular. Citoesqueleto, actina. 17
17.3.1.2.99 Metabolismo de hormonas. Sintesis de 8
brasinoesteroides. Degradacion de esteroles
29.5 Proteina. Degradacion 785
29.4 Proteina. Modificacién postraduccional 345
1.3.2 Fotosintesis. Ciclo de calvin. Pequefia subunidad de 38
la rubisco
29.5.11.5 Proteina. Degradacién. Ubiquitina 45
29.1 Proteina. Activacion de aa 71
29.2.1.2.2.28 Proteinas. Sintesis de proteinas, subunidad 15
eucarionte 60s.
30.6 Sefializacion.MAP kinasas 50
27.3.99 ARN, regulacién de transcripcion 84
4.1 Glucolisis 87
17.2.1 Metabolismo de hormonas. Sintesis y degradacion 29
de auxinas
16.1.1.7 Metabolismo secundario 7

13.1.1 Metabolismo de aminoacidos 30
20.2.99 Estrés abidtico 55

43



19.10 Sintesis de magnesio 32

27.1.19 Procesamiento de ARN 52
1.3.4 Fotosintesis. Ciclo de Calvin 31
29.2.4 Sintesis de proteinas, elongacion 69
27.3.36 Regulacion de la transcripcion. Argonauta 4
13.1.3.6.1.1 Metabolismo de aminoacidos 9
8.3 TCA 42
17 Metabolismo de hormonas 248
28.2 Reparacion de ADN 25
20.1 Estrés bidtico 180

En el caso de las vias relacionadas con estrés abidtico, (figura 3.4) se observa una mayor
incidencia en la induccién de genes relacionados con respuesta a estrés por cambios de
temperatura: tanto calor como frio, al mismo tiempo que parecen mayormente activados
transcritos asignados con respuesta a sequia como era de esperar. Los transcritos con
expresion diferencial significativa también se clasificaron en categorias como
sefalizacion, en donde en las categorias de sefalizacion mediada por fitoreguladores
sobresale la activacion de genes asociados con la via del ABA y algunos con la via del
etileno. Un gran nimero de transcritos asociados con vias de sefializacion que involucran
fosforilacidon (quinasas), proteinas G, inositol trifosfato (I3P), o calcio evidencia activacién
importante bajo estrés en raices. Como consecuencia derivada de lo anterior, se ven
igualmente activados un gran numero de factores de transcripcion y en menor grado,
reprimidos en respuesta a estrés hidrico. Finalmente, en la categoria de genes efectores,
sobresalen transcritos asociados con proteinas de choque térmico (HSP), thioredoxinas

y otros asociados con antioxidantes.
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Figura 3. 4. Perfiles de expresidn diferencial asociados a estrés hidrico en raices. Se muestran las
principles categorias funcionales asociadas a la respuesta al estrés hidrico en raices de melina. Se
presentan en colores valores significativos de Log2FC entre raiz estresada y su control respectivo (raiz no
estresada). Los genes activados bajo estrés se representan en color rojo y los reprimidos bajo estrés en
color azul.

Con relacion a los factores de transcripcion, 27 familias presentaron expresion diferencial
marcada (Log2FC mayores o menores que 2) y significativa. En el caso de la familia NAC
y la familia AP2/EREBP, APETALAZ2 los cambios observados fueron de tipo induccion,
mientras que en el caso de los factores pertenecientes a WRKY y MYB se presentaron
miembros tanto sobreexpresados como infraexpresados (figura 3.5). En la familia bZip
predominaron mas los patrones de represion, y aunque se identificaron cuatro transcritos

como ABREs y uno como DREB2, estos no presentaron cambios significativos.
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Familia de factores de transcripcion C2C2(Zn) GATA
AP2/EREBP, APETALA/Elementos de respuesta a etileno
MIN-like/relacionados con BZIF
AuxSALA
hZIP
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WREY
Triple-Hélice

Relacionados con MYB
Dominio MYB

HB, Homeobox
GRAS *

Unign a caja BOX CCAAT, HAPS
Union a caja CCAAT, HAP3
Dedos de zinc C3H

Dedos de zinc C2H2

BHLH
ARF, respuesta a auxinas

ABI3/Conteniendo dominio B3 relacionado con WP1

Log,FC

Figura 3. 5. Cambios de expresion en las principales familias de factores de transcripcion
identificados en raices estresadas. En rojo se presentan patrones de induccion (Log2FC = 2) y en azul
los patrones de represion (LogzFC < 2) significativos (p<0.05) observados bajo estrés, en comparacién con
condiciones de no estrés.

Algunos genes se expresaron Unicamente en raices estresadas (tabla 3.4) sin poderlos
detectar en las raices no sometidas a estrés, entre ellos varios relacionados con
respuestas de tolerancia a estrés hidrico, como genes codificantes de proteinas LEA,
proteinas de choque térmico (HSP) y proteinas detoxificadoras de ROS: dismutasas y
catalasas. En total 1666 transcritos se identificaron como expresados Unicamente en
raices estresadas
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3.3.4 Expresién diferencial de hojas estresadas en comparaciéon con raices
estresadas.

Con el fin de obtener un perfil transcriptomico de la respuesta molecular a estrés hidrico
en hojas, y observar si existian diferencias sustanciales entre los dos tipos de tejidos
estresados (raices y hojas estresadas) en comparacion con raices control; se realiz6 un

analisis Pageman a partir de los valores de de expresion diferencial (Log2FC).

Este andlisis permitié identificar la expresion exclusiva de diferentes genes relacionados
con la respuesta a estrés abidtico (tabla 3.4), entre ellos proteinas LEA, proteinas de
choque térmico, peroxidasas, dismutasas y catalasas. También se identificaron algunos
factores de transcripcion de las familias MYB, NAC, bZIP y WRKY. Adicionalmente, se
identifico entre estos genes expresados Unicamente bajo estrés el factor de transcripcion
DREB2.

Tabla 3. 4. Principales categorias de genes Unicos expresados en tejido estresado.

Categorias Raices estresadas  Hojas estresadas
NUumero de NUumero de
transcritos transcritos
Proteinas LEA 7 19
Factores de transcripcién MYB 8 53
Factores bZIP de respuesta a 4 7
ABA
Proteinas de choque térmico 39 200
Dehidrinas 6 14
Factores de transcripciéon NAC 2 4
Dismutasas y catalasas 1 60
Peroxidasas 5 15
Factores de transcripcion 1 48
WRKY
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Quince transcritos fueron clasificados como miembros de la familia AP2/EREBP,

APETALA2/ y dos transcritos fueron identificados como genes de respuesta a

deshidratacion RD22.

Con las secuencias de aminoacidos de los potenciales factores de transcripcion DREB2

y RD22, se realizé un analisis filogenético, utilizando secuencias de posibles ortélogos

de diferentes especies. En el caso de DREB2, este gen estuvo estrechamente

relacionado con genes de especies como algoddén y papa; y en el caso de RD22, se

encontré una menor relacion con otros posibles ortologos (figura 3.6).
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Figura 3. 6. Analisis filogenético de dos potenciales factores de transcripcion DREB2 (A) y RD22
(B) de G. arborea involucrados en las respuestas a estrés hidrico. Los andlisis fueron realizados en el
programa MEGAX utilizando las secuencias de aminodacidos de diferentes especies vegetales y el método
Neighbor-Joining con un valor bootstrap de 100. Las secuencias utilizadas para el analisis de DREB2
fueron: Glycine max (NP_001345278.1), Eucalyptus globulus (ADM47480.1), Triticum aestivum
(AAX13274.1), Solanum tuberosum (AEM63544.1), Gossypium hirsutum (XP_016687772.1), Nicotiana
tabacum (NP_001312184.1), Prunus pérsica (XP_007209556.1), Tamarix hispida (AQU14437.1), Coffea
arabica (AFK24441.1), Solanum lycopersicum (NP_001234759.1), Sorghum bicolor (XP_002457289.1),
Saccharum officinarum (AFV52020.1), Hemarthria compressa (AGG20202.1), Phyllostachys edulis
(ABY19375.1). Para el andlisis de RD22 se utilizaron las secuencias de las siguientes especies: Vitis
vinifera (XP_010648547.1), Beta vulgaris sp vulgaris (XP_010682256.1), Camelina sativa
(XP_010493823.1), Brassica napus (XP_013706609.1), Solanum lycopersicum (XP_004239211.1), Rosa
chinensis (XP_024162202.1), Cucurbita maxima (XP_022975911.1), Jatropha curcas (XP_012077458.1),
Eucalyptus grandis (XP_010049078.1), Cucumis melo (XP_008466262.1), Citrus sinensis
(XP_006476150.1), Theobroma cacao (XP_007015182.2), Medicago trunculata (XP_003603599.1),
Glycine max (XP_003522684.1).

Los analisis pageman también mostraron cambios en la expresion y diferencias entre los
tejidos estresados en comparacion al tejido no estresado (figura 3.7). En el caso de genes
relacionados con la fotosintesis, la expresion fue mayor para el tejido foliar con relacion
a raiz, siendo un patron esperado, aunque no relacionado con respuesta a estrés;

también procesos como la degradacion de almidén, el metabolismo de lipidos y de
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aminoacidos y algunos procesos relacionados con las rutas de los fenilpropanoides
fueron mas expresados en este tejido. La expresion de transcritos asociados con el
metabolismo de trehalosa, uno de los principales compuestos osmoprotectantes de
respuesta a estrés hidrico se incrementd en el caso de las raices estresadas, también la
expresion de elementos relacionados con algunas vias de sefializacion involucradas en

respuesta a estrés fue mayor en raiz estresada comparado con hojas.
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Figura 3. 7. Andlisis Pageman para la comparacién simultanea de los perfiles de expresion entre
los 6rganos estresados (hojas y raices) y las raices no estresadas. Enrojo se presentan los transcritos
inducidos con un Log2FC >2 (p<0.05), en azul se presentan los transcritos reprimidos con un log2FC <-2
(p>0.05). HE: Hoja estresada, RE: Raiz estresada, RNE: Raiz no estresada.
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3.3.5 Identificacién de marcadores SSRs.

Se identificaron 4529 marcadores SSR en 3541 secuencias del transcriptoma de
referencia. Las repeticiones mas frecuentes encontradas fueron los dinucleotidos (37%),
seguidos por los trinucleotidos (34%). Entre las repeticiones de dinucleotidos los motivos
GA(n) (19%), AG(n) (13%) CT(n) (13%), TC (12%) y AT (11%) fueron los mas frecuentes;
y entre los trinucledtidos los motivos GAA(n) (16,5%) y AGA(n) (6%), GGC(n) (4%)

presentaron las mayores frecuencias.
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3.4 DISCUSION

3.4.1 Ensamble.

Aunque la optimizacién de ensambles de novo es un aspecto que ha adquirido relevancia
para la obtencién de transcriptomas mas completos o representativos y con baja
redundancia de secuencias, particularmente relevante al trabajar con especies
huérfanas, en la mayoria de los casos se utiliza un solo programa ensamblador. Sin
embargo, en esta buUsqueda, algunas investigaciones se han enfocado en evaluar
comparativamente el desempefio de distintos programas encontrando diferencias
significativas entre ellos, y seleccionando el mejor de acuerdo a diferentes métricas.
Otras estrategias que parecen mejorar la calidad de un ensamble de novo implican
combinar transcritos derivados de ensambles individuales (con diferentes valores de k-
mer, por ejemplo) y someterlos a un segundo ensamble o metaensambles, que

contendra contigs de transcritos mas largos y con menor redundancia.

En este estudio se evaluaron tres diferentes programas para ensamble: Newbler,
clasicamente utilizado para datos 454, Trinity y Oases disefiados para datos de Illlumina,
pero también reportados como eficientes para datos 454 (Ren et al., 2012). También se
siguié una estrategia de metaensamble en la cual los datos se ensamblaron primero
utilizando dos programas individuales Trinity y Oases, y los ensambles obtenidos

posteriormente se fusionaron utilizando CAP3.

Newbler es el ensamblador asociado con las plataformas de pirosecuenciacién 454,
requiere incluso licencia de uso, a menos que el uso sea para analizar datos 454
obtenidos por el mismo investigador. En este estudio Newbler produjo el nimero mas
bajo de contigs y también las métricas funcionales con menor desempefio, esto
concuerda con lo encontrado por Mundry et al. (2012) quienes compararon Newbler con
CAP3 y Oases encontrando que Newbler producia cuatro veces menos contigs que los
producidos por MIRA y CAP3; Lai et al. (2012) también encontraron un bajo desempefio

de Newbler al analizar y ensamblar datos metagendmicos. Kumar y Blaxter (2010),
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indican ademas que el uso de un unico ensamblador con datos 454, no es una buena

opcion para generar ensambles 6ptimos.

Una gran cantidad de informacion biologica y de secuencias génicas pertenecientes a
especies no modelo ha sido generada mediante aproximaciones de RNA-seq y ensamble
de novo en los ultimos 12-15 afios, una fraccidbn importante a partir de datos de
pirosecuenciacion 454. Este resultado deja entonces entrever que probablemente gran
parte de esa informacién ya publicada y disponible en las bases de datos, no sea del
todo confiable y merezca tal vez ser re-ensamblada en forma mas optimizada por medio

de programas con algoritmos mas eficientes.

En el caso de ensambladores como Oases, que emplea algoritmos de ensamble basados
en grafos de Bruijn, su ventaja radica en que se pueden utilizar distintos valores k-mer
gue luego son combinados al momento del ensamble, adaptandose entonces a
caracteristicas intrinsecas de las secuencias de cada especie y aumentando entonces la
probabilidad de identificar secuencias a ensamblar. A esta caracteristica se le atribuye
entonces una mayor sensibilidad para el ensamble de novo de transcritos, sin embargo,
una desventaja en este tipo de estrategias es que se pueden obtener mas transcritos
quiméricos o falsos positivos (Chang et al., 2015). Aun asi, con los datos de las librerias
454 de melina, Oases fue el mejor ensamblador entre los tres evaluados individualmente,
basados tanto en métricas clasicas de numero y tamafio de transcritos, como en
indicadores de anotacién funcional asignada a los transcritos generados. En cuanto al
ensamblador Trinity, uno de los que mayor aceptacién ha tenido desde su publicacién en
2011 para ensamble de novo de transcriptomas a partir de datos illumina (lecturas cortas
y mayor profundidad de secuenciacion), no parecio generar el ensamble de mejor calidad
sobre datos 454. Si bien permitié obtener significativamente un mayor nimero de
transcritos ensamblados y hasta un mayor nimero de transcritos con ORFs completos
anotados funcionalmente, se destaco por presentar el porcentaje mas bajo de transcritos
asignados a dominios proteicos y a categoria ontologicas GO. Probablemente, esto
pueda deberse a que, al menos en la version empleada, no fue posible modificar el
tamafo de k-mer a emplear para el ensamble de las lecturas, teniendo un valor fijo por

defecto de 25 nucléotidos (Grabherr et al., 2013). Esto podria haber conllevado a que,
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con lecturas largas como las derivadas de pirosecuenciacion 454, se tenga mas
probabilidades de obtener mas transcritos, pero a su vez mas quimeras o falsos positivos
(errores de ensamble) que no presentaran patrones o motivos conservados asociados

con los perfiles depositados en las bases de datos de perfiles o dominio proteicos.

Finalmente, al comparar el metaensamble con el ensamble producido por Oases, los
valores o0 métricas de anotacion funcional fueron ligeramente superiores para Oases; sin
embargo, para las métricas clasicas de tamafo, el meta ensamble fue superior (tabla
3.1). Debido a que en el metaensamble se combinaron transcritos obtenidos tanto por
Trinity como por Oases, se asume que esa ligera reduccion en los indicadores de
asignacion funcional se puede deber mas al proceso de reduccién de redundancias que

permite el metaensamle con CAP3 (Nakasuki et al, 2014).

La estrategia de metaensamble ha sido utilizada por varios autores para mejorar la
calidad del ensamble, por ejemplo, Patel et al. (2014), utilizaron seis diferentes
ensambladores y después un procedimiento de metaensamble. Cabau et al., (2017),
también obtuvieron un transcriptoma a partir de la fusiébn de ensambles individuales
generados por Trinity y oases. Mamrot et al., (2017), obtuvieron un ensamble conceso a

partir de contigs utilizando Trinity, SOAP de novo-trans y Oases con multiples k-mers.

Adicionalmente, algunos autores han desarrollado programas con el fin de integrar las
estrategias de metaensamble, Hernandez-Wences y Schatz (2015), por ejemplo,
desarrollaron Metaassembler, un software que fusiona mdultiples ensambles y mas
recientemente, Nicknafs et al., (2017) disefiaron el softwareTACO que también se basa

en la unién de ensambles individuales.

Mas all4 del método de ensamble, también es importante establecer métricas adecuadas
para evaluar la calidad del ensamble, autores como O neal y Emrich (2013), y Honaas
et al., (2016), indican que varias métricas utilizadas comunmente como el N50 o longitud
de contig, por si mismas no son adecuadas y necesitan ser complementadas con

métricas basadas en anotacion.

Tomando en cuenta estas sugerencias, en esta investigacion se utilizaron diferentes

métricas clasicas y de anotacion para evaluar la calidad de los ensambles.
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El ensamble obtenido anteriormente por Rosero (2012), utilizando TGICL como algoritmo
de ensamble, y del cual se tomaron los datos crudos para la optimizacion contenia 10.528
contigs. En este trabajo se obtuvieron 19.868 contigs lo que indica un incremento de un
88%; de estos contigs, 10.875 pudieron ser anotados en categorias ontoldgicas lo que
también representa un incremento de cerca del 99% en el proceso de anotacion.
Adicionalmente, gracias a la herramienta TRAPID se determind que un 6.2% de los
contigs presentaba ORFs completos y un 19.5% casi completos, lo cual genera
informacién importante necesaria para futuros procesos de clonacion y transformacién

con genes candidatos obtenidos a partir de este transcriptoma.

Los resultados obtenidos, por tanto, indican efectividad en el proceso de optimizacion del
ensamble y una mayor efectividad de los ensambladores basados en grafos de Brujin,
algo ampliamente reconocido desde su aparicion. Asi mismo, resaltan la necesidad de
emplear métricas con mayor sentido biolégico al momento de evaluar la calidad de un
ensamble de novo de transcriptoma, mas aun cuando se observaron notables diferencias
en los resultados de ensamble a partir de los mismos datos crudos. Esta optimizacion
permitié entonces obtener un transcriptoma de referencia de mayor calidad y con mayor
representatividad de funciones relacionadas con la respuesta a estrés hidrico en esta

importante especie maderable tropical.

3.4.2 Perfiles de expresion.

En el analisis de expresion diferencial y a pesar de tratarse de datos RNA-seq derivados
de librerias secuenciadas por pirosecuenciacion 454, inicialmente no disefiadas con esta
finalidad (no se cuenta con réplicas biolégicas por tratamiento, y no se cuenta con una
libreria de hojas no estresadas como tratamiento control para evaluar expresion
diferencial en hojas estresadas), se evidenciaron cambios significativos en la expresion
diferencial de genes pertenecientes a un gran numero de categorias funcionales: desde
distintas vias metabdlicas, con énfasis en metabolismo primario, vias de sefalizacion
celular mediadas por reguladores de crecimiento, entre las cuales se encuentran las

asociadas con estrés bidtico y abibtico, evidenciando la posible conservacion de un
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posible crosstalk entre las respuestas de estos dos tipos de estrés en plantas, como ha
sido reportado en especies modelo (Shinozaki et al., 2017). En estas categorias, se
identifico la activacion de transcritos “clasicos” pertenecientes a las vias de respuestas
dependientes e independientes de ABA, principal orquestador sistémico de la respuesta
a estrés abiotico. Adicionalmente, se observaron cambios de expresion en genes
codificantes de quinasas, proteinas G, o asociados con producciéon de segundos
mensajeros como fosfoinositidos o calcio, asi como otras moléculas reguladoras de
crecimiento como el &cido indol acético (IAA), responsable de la elongacién division
celular (crecimiento) a nivel de los meristemos radicales que explicarian el incremento

en el desarrollo del sistema radical en respuesta al estrés hidrico, o el etileno.

Las quinasas constituyen uno de los mayores componentes de sefializacion celular: se
ha evidenciado que las MAP quinasas especificamente, responden a estrés
hiperosmético (Des Marais et al. 2014). En este estudio se identificaron diferentes MAP
guinasas como MAPK15, MAPK17 y MAPK12. MAP15, por ejemplo, es una quinasa que
actia en diferentes respuestas a estrés bidtico y abiético, sin embargo ha sido asociada
principalmente a estrés por salinidad (Schmidt et al., 2013). MPK12 es una quinasa de
respuesta a ABA y esta relacionada con mecanismos de conductancia estomatica (Des
Marais et al., 2014). MAPK17 ha sido asociada con respuestas a alta salinidad y estrés
osmotico principalmente en algodon (Zhang et al., 2015).

Los fosfoinositidos son compuestos claves en la regulacion de las proteinas de
sefalizacion ubicadas en la membrana, e influyen en la actividad de las proteinas
integrales y canales ionicos, y también han sido relacionados como mediadores en la via
del factor de transcripcion DREB2 (Golldack et al., 2014).

Adicional a las categorias de vias metabolicas y de sefializacion activadas, el analisis de
expresion diferencial evidencié la activacion o represion de un gran numero de factores
de transcripcion, algo esperable en una respuesta compleja que implica una
reprogramacion de los perfiles de expresion génica como lo es la respuesta a estrés.
Estos factores de transcripcion son justamente los principales blancos de las vias de
sefalizacion antes descritas. Los factores de transcripcion relacionados con estrés

hidrico, se clasifican principalmente en dos grupos, de acuerdo a si son 0 no ABA
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dependientes. En el grupo de factores ABA dependientes estan los bZip de unién a
secuencias tipo AREB/ABRE, y el regulbn MYB/MYC. Los regulones ABA-
independientes entran a participar en el regulon CBF/DREB (Cold Binding
Factor/Dehydration Responsive Element binding) y el mediado por factores NAC ZF-HD

(zinc finger homeodomain).

El analisis de expresion diferencial en raiz permitié identificar la induccién de cuatro
transcritos codificantes de factores de transcripcién bZip de unidén a secuencias tipo
(ABRE). Este tipo de factores ABA dependientes, reconocen en las regiones reguladoras
de sus genes blanco, motivos de 8 pb conocidos como elementos de respuesta a ABA o
ABRE (ABRE, PYACGTGG/TC); por ende, constituyen los principales factores de
transcripcion responsables de activar los genes efectores de la respuesta dependiente
de ABA (Banerjee y Roychoudhury, 2015). Adicionalmente fue identificada la activacion
de un factor bZip17, el cual esta relacionado como elemento clave en la via de respuesta
a estrés del reticulo endoplasmatico (Zhang et al, 2015).

También se logro evidenciar la sobreexpresion de los genes involucrados en otro regulén
dependiente de ABA: MYB94, MYB96, MYB12, MYB70, MYB73 y MYB5. La expresion
de MYB94 se ha relacionado con biosintesis de cera cuticular, importante dentro de las
respuestas morfolégicas al estrés (Lee y Suh 2015). Elfactor MYB96 al igual que MYB15
y MYB12 han sido reportados como reguladores positivos de tolerancia a estrés hidrico
encargados de la activacion de genes de respuesta a deshidratacion como RD22
(Baldoni et al, 2015); MYB12 esta relacionado con la produccion de flavonol, esta via
cambia en respuesta a varios tipos de estrés (Atkinson y Urwin 2012); los cambios de
expresion en MYB73 también han sido relacionados con respuestas de tolerancia a
estrés hidrico (Yu et al., 2016). De manera interesante, también se identific6 como
sobreexpresado el factor RD22: este factor pertenece a la familia BHLH y conjuntamente
con RD29 estan involucrados en la via de sefializacion de ABA responsable de activar

los genes efectores blanco (Castilhos et al., 2015).

Con respecto a la red regulatoria independiente de ABA, se identificd un transcrito
expresado Unicamente bajo estrés y correspondiente al factor de transcripcion DREB2,
este factor de transcripcion se relaciond filogenéticamente con otros factores DREB,
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validando su identidad, aunque sin evidenciar expresion en tejido no estresado; este
ultimo aspecto puede deberse principalmente a que tanto para el ensamble de novo
como para el analisis de expresidn diferencial a partir de datos RNA-seq, se ha reportado
que uno de los factores mas criticos es la profundidad de la secuenciacion, algo que sin
duda es mucho mas limitado en la plataforma 454 comparado con plataformas como
lllumina. Ademas, se menciond anteriormente que la libreria de raices no estresadas
debid presentar un problema en su generacién o amplificacion, ya que su cobertura fue
incluso muy inferior a las librerias de 6rganos estresados. Sin embargo, los factores de
transcripcion DREB2 son factores inducibles que responden a deshidratacion, alta
salinidad, frio y altas temperaturas (Wang et al, 2016), por lo que es muy probable que

sea inducido también en melina, aspecto que sera necesario validar en un futuro.

Entre los factores NAC diferencialmente expresados bajo estrés, se identificaron tres
transcritos como NACO086, relacionados con la regulacion negativa en la formacion de
vasos de xilema y que interactian con VND7, un factor clave en la regulacién de
desarrollo de xilema secundario, y un factor de transcripcion identificado como RD26 de

respuesta a deshidratacion putativa.

La expresion de varios factores WRKY también ha sido relacionada con respuestas a
estrés abidtico. Se determind sobreexpresion de los factores WRKY41, WRKY53,
WRKY31y WRKY14. WRKY41 es un factor que interactia con MAP quinasas y también
ha sido relacionado con regulacién en las vias de jasmonato (estrés biético); en algodon
también se ha identificado como un regulador del cierre estomatico (Schluttenhofer et al.,
2014). En cereales se ha asociado la expresion de WRKY53 como parte de las
respuestas cruzadas a estrés biotico y abiotico (Van Eck 2014) y WRKY31 ha sido
identificado como clave para la sefializacion en la via del jasmonato (Shukla et al., 2015).

Aungue los factores de transcripcion E2F/DP, no hacen parte de las familias tipicamente
relacionadas con las respuestas a estrés hidrico; en este estudio, su expresion fue
inducida en condiciones de estrés. Al respecto, Nelissen et al. (2018), reportan
resultados similares en plantas de maiz sometidas a un estrés hidrico moderado, e

indican que debido a que los factores E2F/DP actuan regulando proteinas involucradas
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en el ciclo celular, los cambios de expresion en estos factores pueden estar relacionados

con efectos del estrés sobre los procesos de crecimiento.

En respuesta a la activacion transcripcional mediada por los anteriormente mencionados
factores de transcripcion, la expresion de diferentes genes efectores contribuye
finalmente a establecer la respuesta gradual de evitacion / tolerancia al estrés hidrico:
entre ellos se destacan genes asociados con, proteccion / estabilizacion de proteinas
como las proteinas de choque térmico (HSP) o las proteinas LEA, otros estan
relacionados con el ajuste osmético (biosintesis transporte y acumulacion de solutos
compatibles o iones). Varias de estas proteinas fueron sobreexpresadas en el tejido
estresado. Las proteinas de choque térmico son inducidas por diferentes tipos de estrés
y actian como chaperonas moleculares, protegiendo a las proteinas y estructuras
celulares frente a dafios irreversibles y facilitando su recuperacion y supervivencia
después de volver a las condiciones normales de crecimiento, previniendo la agregacion
de otras proteinas y participando en el replegamiento de las proteinas durante el estrés
(Al-Whaibi 2011, Wang et al., 2014; Jacob et al., 2017)

Se identificaron igualmente diferentes proteinas LEA activadas a nivel transcripcional
tanto en raiz como en hoja estresada y varias de ellas como dehidrinas o grupo 2 de
proteinas LEA. La expresion de este tipo de proteinas, esta relacionada con proteccion
osmotica, y su activacion podria ser regulada por factores de transcripcion bZip (Hanin
et al., 2011, Todaka et al., 2015).

El ajuste osmatico consiste en el incremento del nimero de sustancias osmoéticamente
activas en la célula. Esta acumulacion lleva a un potencial osmético mas negativo, con
lo cual se mejora el grado de hidratacién celular, y el mantenimiento del turgor en el tejido
vegetal (Osakabe 2014). Solutos inorganicos y organicos son acumulados como
azucares, alcoholes, prolina, glicinabetaina, trehalosa, etc (Krasensky y Jonak 2012). De
manera interesante, en el caso de raices de melina estresadas, el metabolismo de
trehalosa se presentdé sobrexpresado, sugiriendolo como uno de los principales

mecanismos de ajuste osmatico y tolerancia a estrés hidrico en esta especie.
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La acumulacion de ABA inducida por estrés hidrico induce la expresion de genes de
proteccion contra especies reactivas de oxigeno (ROS), proteinas relacionadas con
proteccién contra dafio oxidativo incluyen super oOxido dismutasas, catalasas y
peroxidasas, 0 ascorbato peroxidasa, entre otros. Algunos genes codificantes de estas
enzimas o responsables de la sintesis de compuestos asociados (acido ascorbico) fueron
sobreexpresados en tejido estresado, especialmente en hoja, en donde como
consecuencia del cierre estomatico y el desacople de las reacciones luminicas del

fotosistema, se acumulan en gran medida moléculas ROS.

Finalmente se observé la sobreexpresidon de algunos genes no involucrados
directamente con las respuestas a estrés, como por ejemplo genes relacionados con
ubiquitinacién. Al respecto, Zhang et al. (2017) indican que la ligasa E3 que hace parte
del complejo necesario para la degradaciébn de proteinas por la ubiquitina, realiza
procesos de ubiquitinacion sobre DRIP1 y DRIP2 que a su vez regulan a DREB2, factor

de transcripcion clave en las respuestas al estrés hidrico.

3.4.3 Andlisis comparativo entre hojas y raices estresadas.

Puesto que se ha reportado que los 6rganos vegetales responden diferencialmente al
estrés hidrico (Feng et al. 2017), se realizé un andlisis comparativo preliminar entre hojas

y raices estresadas utilizado Pageman.

Este analisis, indicd sobreexpresion de genes relacionados con vias como metabolismo
de fenilpropanoides, metabolismo de lipidos, aminoacidos, jasmonatos y redox; mientras
gue en el caso de raices fueron mayormente expresados genes de vias relacionadas con
sefalizacion, trehalosa, factores de transcripcion MYB y NAC, evidenciando claras

diferencias en las respuestas especificas de cada 6rgano frente al estrés.

Pocos estudios han analizado las diferencias en los perfiles de expresion entre hojas y
raices sometidas a estrés hidrico, pero han indicado igualmente especificidad en la
expresion génica de acuerdo al érgano. Cohen et al. (2010), por ejemplo, encontraron

perfiles transcriptdmicos contrastantes entre hojas y raices de alamo, encontrando una
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mayor expresion de genes relacionados con estrés en raiz; un resultado similar fue

encontrado por Pucholt et al. (2015) en sauce.

Ksouri et al. (2016), hicieron un andlisis de expresion diferencial entre hojas y raices
sometidos a estrés hidrico en Prunus persica y observaron expresion preferencial en
raices de algunos genes relacionados con deteccion de estimulos como quinasas
receptoras, sefializacion con Ca?*y proteinas fosfatasas, mientras que, en hojas, fue
mayor la expresion de genes relacionados con proteccion contra ROS. Ranjan y Sawant
(2015), también describieron una alta expresion de genes relacionados con mecanismos
de defensa en hojas de algodon, incluyendo aquellos involucrados en las repuestas
redox tales como antioxidantes. Esta misma observacion también fue descrita en el caso

de Prunus mahaleb (Feng et al. 2017).

Por otro lado, la acumulacién de fenilpropanoides ha sido reportada como parte de las
respuestas a los dafios mecanicos y por estrés, como también de las respuestas
antioxidantes (Fini et al., 2012; Tattini et al., 2015). También el jasmonato ha sido
relacionado con la promocién del cierre estomatico incrementado la entrada de Ca?*
conjuntamente con ABA (Riemann et al., 2015). En melina, estas vias se expresaron
preferencialmente en hojas lo que ratifica el papel relevante de los mecanismos de
respuesta a especies reactivas de oxigeno en los érganos fotosintéticos. En el caso de
raiz, se confirmé su papel primordial en la percepcién del estrés. Estas diferencias
pueden estar relacionadas con el hecho de que las raices son las primeras en percibir el
déficit hidrico en el suelo y por ende en percibir el estrés, enviando sefiales quimicas

hacia los 6rganos aéreos. (Cohen et al., 2010).

A pesar de no contar idbneamente con un mayor numero de réplicas experimentales ni
libreria control de hojas no estresadas, el analisis basado en mapeo de las lecturas de
cada libreria sobre un transcriptoma de referencia optimizado, permitié evidenciar por
primera vez ciertos grupos o categorias de genes, muchos de ellos reportados en otras
especies, donde parece centrarse mayoritariamente la respuesta al estrés hidrico

especifica de cada organo de la especie maderable melina.
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La expresion de oros genes como los relacionados con ubiquitinacion y factores de
transcripcion E2F/DP también fue inducida en condiciones de estrés hidrico. Nelissen et
al. (2017), también indicaron cambios en la expresion de estos factores de transcripcion,
en maiz como respuesta a un estrés hidrico moderado, al igual que en la categoria de
replicacion de ADN, los factores E2F/DP regulan la expresiéon de genes relacionados con
ciclo celular, lo cual esta relacionado con los posibles cambios a nivel de crecimiento que

pueden ser causados por el estrés hidrico.

3.4.4 Identificacion de SSRs.

Con relacion a la identificacién de marcadores SSR, las repeticiones SSR mas comunes
fueron dinocledtidos con los motivos GA/AG and CT/TC como los mas frecuentes. De
acuerdo a Navajas-Perez y Paterson (2009) las repeticiones AG/CT son las mas
frecuentes en plantas angiospermas, pero también los motivos GA y AT han sido
reportados como comunes (Ranade et al.,2014).

Entre los trinucledtidos los motivos mas frecuentes fueron GAA(n) (16,5%), AGA(n) (6%)
y GGC(n) (4%). El motivo GAA ha sido reportado como altamente comdn en especies
monocotiledéneas como trigo y arroz (Merrit et al., 2005). En el caso de dicotiledéneas,
los motivos mas comunes reportados son AAG/CTT (Carneiro Vieira et al., 2016) y en

menor proporcion otros como los encontrados para melina.

Rosero (2012) también identificO marcadores moleculares tipo SSRs en el transcriptoma
de Gmelina arborea, sin embargo, la frecuencia de trinucleotidos fue mayor que los
dinucledtidos lo cual difiere de este estudio. Este tipo de resultados puede deberse a las
diferencias en el ensamblador utilizado y a los criterios utilizados como lo indican Biswas
et al (2014), asi como a la limpieza vy filtrado de las lecturas empleadas previo al
ensamble, lo cual se hizo en forma mucho mas astringente en el presente estudio, al

eliminar todas las contaminaciones por ARNr y ARN no vegetal.
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3.5 CONCLUSIONES

Mediante la estrategia de metaensamble se logré optimizar un transcriptoma de
referencia de la especie Gmelina arborea relacionado con respuestas a estrés hidrico.
En este transcriptoma fue posible determinar la expresion diferencial de genes
reportados previamente con las respuestas moleculares a estrés hidrico en plantas
modelo, dentro de los cuales se encuentran genes reguladores y efectores que hacen
parte de las vias ABA dependientes y ABA independientes, lo que indica cierta
conservacion en las respuestas moleculares globales a este tipo de estrés entre plantas
pertenecientes a distintas familias.

Se obtuvo ademas un perfil de expresion diferencial que permitié evidenciar una mayor
expresion de genes efectores relacionados con mecanismos de tolerancia en raiz, asi
como patrones especificos a cada 6rgano estudiado y en donde podria concentrarse mas
la activacion transcripcional de esta respuesta compleja en esta especie particular. Esto
siendo el primer y Unico reporte para esta especie, contribuye significativamente en
avanzar en la comprensién de los mecanismos que soportan la tolerancia a estrés de

esta especie y en particular de este genotipo tolerante.

La identificacion de marcadores moleculares SSRs en el transcriptoma obtenido es
igualmente relevante en futuros procesos de mejoramiento vegetal tendientes a la
evaluacion u obtencién de variedades con mayor tolerancia a estrés hidrico; sin embargo
para el caso de melina, es necesario continuar los procesos de investigacion a través de
validacion de la expresion diferencial de ciertos genes de interés y complementar estos
datos preliminares con datos transcriptomicos mas robustos (mayor cobertura, mayor

numero de réplicas y contando con todos los tratamientos controles).
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4 OBTENCION DE UN TRANSCRIPTOMA DE REFERENCIA A PARTIR DE XILEMA
EN Gmelina arborea. IDENTIFICACION Y VALIDACION DE GENES RELACIONADOS
CON LIGNIFICACION.

4.1 MARCO TEORICO

La madera es producida por la actividad del cambium vascular en las plantas lefiosas y
esta constituida principalmente por xilema secundario. La madera permite el transporte
de agua a través del tallo y provee soporte estructural. El tejido xilematico esta constituido
principalmente por células de xilema que incluyen elementos de los vasos, traqueidas y
fibras de esclerénquima con lumen muerto y una gruesa pared celular secundaria
(Nieminen et al., 2012). En la formacién de las células xilematicas de la madera estan
involucrados dos procesos béasicos que ocurren simultdneamente, la formacion de la

pared celular secundaria y la muerte celular programada (Bolhoner et al., 2012).

La pared celular secundaria esta constituida principalmente por celulosa, hemicelulosas
y lignina. Las celulosas forman microfibrillas que se entrecruzan con las hemicelulosas
para formar una matriz reticulada. Las hemicelulosas entre las cuales sobresalen el
xilano y el glucomanano son polisacaridos complejos, y son requeridas para aportar
soporte en la estructura de la pared. La lignina es un compuesto fendlico hidrofébico e
inerte que llena los espacios entre celulosas y hemicelulosas confiriendo soporte
mecanico adicional, rigidez e hidrofobicidad (Zhong y Ye 2015, Kumar et al., 2016).

La celulosa se forma a partir de complejo sintasa celulosa (CSC), conformado por una
serie de proteinas CESA en forma de roseta que son sintetizadas en el reticulo
endoplasmico y transportadas via Golgi hacia la membrana plasmética, en donde se
ubican y sirven como nucleo para la formacion de las microfibras que se extienden hacia
la pared celular secundaria. Las hemicelulosas son presintetizadas en Golgi y
transportadas a la pared celular en donde termina su formacion. La lignina se sintetiza
en la via de los monolignoles, los cuales se forman entre la superficie del reticulo

endoplasmico y el citoplasma, y posteriormente son transportados a la pared celular
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secundaria donde se polimerizan en lignina por la accion de lacasas y peroxidasas
(Kumar et al., 2016).

4.1.1 Ligninay su formacién.

Después de la celulosa, la lignina es el segundo compuesto mas abundante en las
plantas, representando aproximadamente el 30% del carbén organico en la biosfera
(Silva Moura et al., 2010). La lignina, se produce en la via de los hidroxicinamil alcoholes
(monolignoles) que a su vez se deriva de la via general de los fenilpropanoides, en la
cual también se generan otros compuestos como flavonoides cumarinas, fitoalexinas y
lignanos involucrados en defensa, soporte estructural y sobrevivencia. Algunos de ellos

presentan importancia industrial (Voght 2010, Frasser y Chapple 2011).

En la via de sintesis de lignina se producen tres monolignoles, p-cumaril alcohol, sinapil
alcohol y coniferil alcohol (figura 4.1); la polimerizacién de los monolignoles produce los
tres tipos de unidades de lignina, hidroxifenil lignina (H lignina), siringyl lignina (S-lignina)
y guaiacil lignina (G-lignina), respectivamente. La lignina de las gimnospermas esta
constituida principalmente por unidades H y G, las angiospermas monocotiledéneas por
unidades H G y Sy las angiospermas dicotiledéneas por unidades G y S (Guillaumie et
al., 2010, Weng y Chapple 2010).
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Figura 4. 1. Estructura de los tres monolignoles constituyente de la lignina. Fuente:
http://pubs.rsc.org/en/content/articlelanding/2011/ee/c1ee01201k#!divAbstract

Durante la deposicion de lignina, los monolignoles son sintetizados en el citoplasma,
traslocados al apoplasto y polimerizados en lignina; sin embargo, se conoce poco sobre
como los monolignoles son transportados a través de la membrana celular. Se cree que
pueden existir por lo menos tres mecanismos diferentes de transporte, por exocitosis a
través de vesiculas de golgi, por proteinas transportadoras de membrana utilizando ATP,
o por difusién (Li y Chapple 2010). La polimerizacion de la lignina ocurre por oxidacién
(deshidrogenacién) de las unidades de monolignoles, fomando radicales fenolicos, este
radical puede acoplarse con otro para formar un dimero mediante un enlace covalente.
La polimerizacion es catalizada por enzimas lacasas y peroxidasas (Li y Chapple 2010)
(figura 4.2).
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Figura 4. 2. Radicalizacion oxidativa de los monolignoles por peroxidasas y lacasas. Las
Peroxidasas utilizan peroxido producido por proteinas super oxido dismutasas y NADPH oxidasa
como co-substrato para realizar la radicalizacion de fenoles (coniferil alcohol en este caso)
mientras las lacasas utilizan oxigeno. Fuente: Wang et al. 2013.

Los genes de la via de los fenilpropanoides son miembros de distintas familias y han sido
reportados para distintas especies angiospermas como Arabidopsis (Frasser y Chapple
2011), Eucalyptus sp (Harakava 2005), Populus sp (Shi et al. 2010) maiz, alfalfa, tabaco,
arroz, lino y gimnospermas Pinus radiata (Wagner et al., 2007, 2009), Picea abies

(Wadenback et al., 2008) y Tectona grandis (Galeano et al. 2015) entre otras.

En la via de los monolignoles estan involucradas 11 enzimas (figura 4.3), su papel ha
sido dilucidado principalmente en especies como Arabidopsis thaliana, aunque se han
reportado varias formas ortologas en distintas especies. A continuacion, se explica
brevemente la funcion de cada una de ellas (Frasser y Chapple 2011):

1) L-fenil alanina amonio liasa (PAL): Cataliza la deaminaciéon no oxidativa de
fenilalanina a acido transcinamico y amoniaco. PAL es una enzima intermediaria del
metabolismo primario en la via de los fenilpropanoides.

2) Cinamato 4-hydroxilasa (C4H): Es una enzima de la familia de las
monooxigenasas P450 al igual que otras dos de la misma via (C3H, F5H). Controla la
conversion de cinamato en p-coumarato.

3) 4 hidroxicinamato CoA ligasa (4CL): Cataliza la formacion de esteres de CoA a

partir de acido p-coumarico, acido cafeico, acido 5-hidroxiferulico y acido sinapico.
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4) Hidroxicinamoiltransferasa (HCT): Es un acetil transferasa involucrada en la
biosintesis de diversos metabolitos secundarios HCT cataliza la conversion de p-
coumaroil-CoA y cafeoil-CoA a sus correspondientes esteres de shikimato o quinato.

5) P-cumaroil shikimato 3 hidroxilasa (C3H): Es una P450 Cataliza la hidroxilacién
de p-cumaril shikimato para producir cafeoil shikimato.

6) Cafeoil CoA 3-O-metiltransferasa (CCoAOMT): Cataliza la metilacion de cafeoil-
CoA aferuloil-CoA, y de 5-hidroxiferuil CoA a sinapoil —-CoA a. Conjuntamente con COMT
es responsable de la metilacion de los precursores de los monolignoles.

7) Cafeoil shikimato esterasa (CSE): Convierte cafeoil shikimato en cafeato.

8) Cinamoil CoA reductasa (CCR): Cataliza la conversion de esteres cinamoil -CoA
a sus formas aldehidicas y es la primera enzima de la parte especifica de la via
biosintética de lignina.

9) Acido ferulico 5-hydroxilasa 6 coniferaldehido 5-hidroxilasa (F5H): Enzima P450,
requerida para la produccion de siringil lignina (lignina S) puesto que es responsable de
la 5-hidroxilacion de coniferaldehido y/o coniferil alcohol.

10) Acido cafeico 3-O-metiltransferasa (COMT): Tiene como papel predominante la
metilacion de 5 hidroxiconiferilaldehido y/o 5- hidroxiconiferil alcohol a sinapaldehido y/o
sinapil alcohol.

11) Cinamil alcohol deshidrogenasa (CAD): Cataliza el Gltimo paso en la biosintesis
de los monolignoles, la reduccion de los cinamil aldehidos a sus correspondientes

alcoholes.
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Figura 4. 3. Viade la biosintesis de los monolignoles. (Fuente: Liu et al., 2014).

Varios genes responsables de la expresion de estas enzimas han sido modificados con
el fin de entender la funcionalidad del gen y también para determinar su potencial como
candidatos en procesos de mejoramiento. En alamo, por ejemplo, la inhibicion de la
expresion del gen CH3, utilizando ARN interferente produjo lineas transgénicas que
pueden producir un porcentaje mas alto de celulosa en comparacion con lineas no
transformadas, lo que potencializa su uso como fuente de biocombustibles. (Mansfield et
al., 2012).

En plantas como alfalfa, y maiz se han realizado supresiones de genes con el fin de
reducir el contenido de lignina y observar su grado de digestibilidad como forraje. Se
reportan modificaciones en PAL, C4H, HCT, CCoOAOMT, COMT y CAD que incrementan
la digestibilidad (Li et al, 2008). La produccion de pulpa también ha sido mejorada por
supresion de genes de la via como CCoAOMT, CCR y CAD (Mansfield et al., 2012).
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4.1.2 Regulacion de los genes de la via de los monolignoles

Aungue los genes de la via de los monolignoles han sido caracterizados para distintas
especies, poco se conoce acerca de las sefiales y factores de transcripcion claves para
su regulacién. Sin embargo, se sabe que existen varias familias de factores de
transcripcion principalmente pertenecientes a las familias MYB y NAC que son claves en
el desarrollo de los distintos elementos de la pared celular secundaria. Estos factores de
transcripcion se ubican en tres niveles amplios de regulacion (Kumar et al., 2016), (figura
4.4).

PAVEL 3 NIVEL 2 NIVEL1 ggsy (GENES ESTRUCTURALES
SND1 SND3 — AT B
NST1 MYB46 stk losa
% nNsT2 > MYB61 mpy MYB52 Hemicelulosas
VND6 MYB83 MYB54 wvg20 —> Lignina
VND7 MYB103 GH14 \vygss
MYBS55 MYB63
XND1 MYB69
At3g46080
MYB4 MYB79
MYB7 MYBSS
MYB32 BP

Figura 4. 4. Factores de transcripcion relacionados con la regulacién de los componentes de la
biosintesis de la pared celular secundaria. Los factores de transcripcion se pueden clasificar en tres
niveles de acuerdo a su tipo de blanco. El nivel 1, esta constituido por factores cuyo blanco son genes
metabdlicos directamente involucrados en la biosintesis de PCS; en el nivel 2 factores que regulan a los
factores del nivel 1, y en el nivel 3 se encuentran factores que regulan tanto factores del nivel 2 como
algunos del nivel 1. E2FC es un factor de la familia E2F que al parecer es clave para la regulacion de
factores de todos los niveles. La via roja indica elementos reguladores que inhiben la expresién, mientras
gue en negro se muestran los reguladores que promueven la expresion. (Fuente: Kumar et al., 2016)

En el primer nivel se encuentran factores que se unen directamente a elementos cis de
los promotores de los genes estructurales involucrados en la sintesis de los distintos
elementos de la pared celular secundaria; en el nivel 2 se encuentran factores que
regulan a los del nivel 1, y en el nivel 3 se encuentran elementos que regulan tanto a

factores del nivel 2 como del nivel 1. Adicionalmente se ha reportado la existencia de un
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regulador E2FC en Arabidopsis que es clave para la regulacion de los diferentes niveles
de factores de transcripcion involucrados en la formacion de elementos vasculares (Yang
y Wang 2016, Kumar et al., 2016).

Los promotores de los genes biosintéticos presentan secuencias denominadas AC: AC-
| (ACCTACC), AC-ll (ACCAACC) y AC-IlIl (ACCTAAC) que sirven como regiones de
reconocimiento de los factores de transcripcion del nivel 1. Los elementos AC son
comunes en gran parte de las enzimas de la via de los monolignoles, a excepcion de los
promotores de los genes CH4, F5H y COMT. (Zhong et al., 2010, Zhao y Dixon 2011).
Se ha reportado que MYB63 y MYB85 activan los genes PAL, 4CL, C3H, CCoAOMT,
CCR y CAD, mientras que MYB58 es responsable de la activacion de COMT y CH4. En
Arabidopsis, el gen F5H no contiene regiones AC en su promotor y al parecer es
directamente activado por el factor NAC NST3. (Zhao y Dixon 2011).

En el segundo nivel de factores, se encuentran principalmente miembros de la familia
MYB (MYB46, MYB83 y MYB55) y los factores NAC (SND3 y XND1) (Hussey et al.,
2016). MYB83, se expresa tanto en vasos como en fibras y su supresion resulta en una
reduccion severa del engrosamiento de las paredes celulares secundarias (Zhong y Ye
2015).

El tercer nivel de factores esta conformado por los factores NAC: NST1 NST2 (Factores
NAC 1, 2 y 3 de promocion de engrosamiento de pared celular secundaria) y SND1.
NST1y SND1 controlan la formacién de pared celular secundaria en fibras, mientras que
las proteinas VNDG6 y VND7 (Factores de dominio NAC 6 y 7 relacionados con sistema

vascular) actlan en los vasos de xilema (Kumar et al., 2016).

Se han reportado proteinas homologas a las NSTs en otras especies. En alamo por
ejemplo se han denominado proteinas de dominio NAC asociadas a madera PtrWNDs;
en Eucalyptus, NAC asociados a madera (EQWNDSs) y en maiz y arroz NACs de pared
secundaria (SWNs) (Zhong et al., 2010, Zhong y Ye 2009).

Por otro lado, también se han reportado proteinas represoras de los genes biosintéticos
de lignina como MYB4 que tiene actividad sobre CAD y 4CL. (Zhao y Dixon 2011).
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MYB46 también induce la expresion de represores como MYB7 y MYB32 que inhiben la
expresion de genes de niveles superiores. (Ko et al., 2009, Hussey et al., 2016).

Otro tipo de represores reportados en Medicago trunculata y Arabidopsis thaliana son
factores de transcripcion de tipo WRKY que reprimen factores NAC y C3H que controlan

la formacion de celulosa, xilano y lignina (Zhao y Dixon 2011).

4.1.3 Regulacién por microARNSs.

Los microARNs son moléculas de ARN no codificante de aproximadamente 22
nucleotidos de longitud, que participan en la regulacion de diversos procesos biolégicos
de crecimiento y desarrollo, asi como de respuesta a estrés, actuando principalmente a
nivel postranscripcional. Se originan a partir de precursores primarios (pri-miARN) que
son transcritos mayoritariamente por la ARN polimerasa Il a partir de genes MIR y, en
plantas, son procesados en el nucleo gracias a la accién de la enzima Dicer like 1 (DCL1)
para generar moléculas intermediarias precursoras del miARN (pre-miARN). Los pre-
MIARNSs tipicamente se pliegan en estructuras estables stem-loop y sufren una segunda
maduracion nuclear por parte de DCL1 a duplex de miARN (miARN: miARN*). Este
duplex es metilado en sus extremos 3’ por la ARN metiltransferasa HEN1 antes de ser
transportado hacia el citoplasma por la exportina Hasty (HST). En el citoplasma, el
microARN se disocia de su exportina y se incorpora al complejo de silenciamiento
inducido por ARN (RISC), el cual se encarga a través de la proteina Argonauta (AGO)
de degradar una de las dos cadenas del duplex, la cadena pasajera MIARN*,
conservando la cadena antisentido miARN. Esta cadena permite direccionar el complejo
RISC hacia ARN mensajeros con secuencia complementaria; gracias a esta
complementariedad, el ARNm blanco reconocido puede ser clivado, degradado o
inhibido traduccionalmente, afectando asi su expresion génica. (Brodersen et al., 2008,
Unver et al., 2009, Jones-Rhoades 2010).

Aungue se ha producido abundante informacion de microARNs en plantas, en donde
juegan un papel central en la regulacién de todos los procesos celulares, mucha de esta

informacion ha sido obtenida en plantas modelo o de importancia agronémica como los
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cereales. Aun son pocos los estudios sobre miARNs en plantas forestales, en parte por
la dificultad de trabajar con ARNs pequefios obtenidos a partir de especies lefiosas. Sin
embargo, su estudio es importante a nivel biolégico, pues estos reguladores se integran
plenamente como un elemento mas a considerar en las redes regulatorias génicas, en
donde el mayor porcentaje de sus genes blancos son factores de transcripcion.
Adicionalmente, los miARNS, revisten también un interés biotecnolégico en términos de
mejoramiento, ya que son elementos reguladores muy especificos cuyo conocimiento
permite que sean usados con el fin de silenciar en forma direccionada determinados
genes con el fin de desarrrollar un rasgo fenotipico de interés. En forestales, se hace
imprescindible generar conocimiento sobre miARNs debido a su importancia como
elementos reguladores de procesos de desarrollo, abriendo la posibilidad de abordar
aspectos unicos a las especies forestales que no se pueden analizar en especies modelo
como arroz o Arabidopsis tales como formacion de la madera o produccion de biomasa
(Klevebring et al. 2009).

La mayoria de estudios de microARNs en forestales, se han concentrado principalmente
en especies del genero Populus en los cuales se han analizado miARNs asociados con
desarrollo, diferencias de expresion a nivel de tejidos y estrés abidtico entre otros
aspectos (Victor 2006, Barakat et al., 2007, Klevebring et al., 2009, Li et al., 2011).
Estudios de otras especies incluyen analisis de miARNs en Eucalyptus (Victor 2006,
Pappas et al., 2015), Pinus contorta (Morin et al., 2008), Acacia auriculiformis y Acacia

mangium (Ong y Wickneswari 2012).

Aunque se han estudiado poco, se cree que existe una cascada de pequeiios ARNs
involucrados de forma relavante en la regulacion de la biosintesis de lignina y por ende
relacionados con la formacién de madera. Al respecto, se han reportado algunos analisis
bioinformaticos en Acacia, que predicen microARNs cuyos blancos potenciales podrian
ser el factor de transcripcion VND7 (microARN miRX73) relacionado con formacion de
xilema secundario, o lacasas (mir408) enzimas que participan en la formacion de
polimeros de monolignoles para generar lignina, (Puzey et al., 2011). En Acacia
auriculiformis y Acacia mangium también se identificaron como posibles microARNs

reguladores de la ruta de sintesis de hemicelulosas a miR170 y miR172. MiR166 se ha
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asociado con la regulacion de diferentes componentes de la pared celular en Panicum
virgatum (Xie et al., 2010) y también en Acacia Magnum (Ong y Wickneswari 2012). Ong
y Wickneswary (2012) indican también, que miR159 podria regular seis diferentes
miembros de la familia de factores de transcripcibn MYB involucrados en los procesos
de lignificacion. Mir397b, también fue identificado en A. thaliana como posible microARN
regulador de Lac4, una lacasa importante en el proceso de polimerizacion de la lignina
(Wang et al, 2014).

En el presente trabajo se buscé igualmente complementar el estudio transcriptémico de
xilema en melina, con un analisis especifico dirigido a la fraccion de ARNs pequefios de
xilema, con el fin de identificar probables miARNs asociados con formacion de madera

en melina.
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4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Material vegetal y extraccion de ARN.

El material vegetal se obtuvo a partir de arboles de aproximadamente 1 afio de edad,
ubicados en una plantacion comercial del municipio de Coello (Tolima). Se colectaron
hojas y fragmentos de tallo de diferentes individuos, el material fue almacenado en N2

liquido para su transporte al laboratorio (figura 4.5).

Figura 4. 5. Obtencion de material vegetal de melina. A) Plantacion de Gmelina arborea
ubicada en Coello Tolima. B) Detalle de las plantas utilizadas para la obtencién del material
C) Corte anatdmico transversal de tallo indicando la regién correspondiente a xilema
secundario D) Obtencién de xilema secundario para extraccion de ARN total.
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Para la obtencion de ARN a partir de madera (xilema secundario), se eliminaron de los
tallos los tejidos externos que constituyen la corteza (floema y peridermis) y la médula.
Se obtuvieron

pequefios fragmentos de madera utilizando un bisturi estéril, que posteriormente fueron
macerados en N2 liquido, todo el proceso se realizo sobre hielo. EI ARN total fue obtenido
utilizando el protocolo de Chang et al. (1998), desarrollado para obtencién de ARN a
partir de madera de pino.

Para la extraccion de ARN a partir de hojas, el material foliar se macerd en nitrégeno
liguido y el ARN se obtuvo utilizando el kit Isolate | (Bioline®).

Las muestras se cuantificaron por espectrofotometria empleando un equipo Nanodrop
(Thermo Scientific) y su integridad se verific6 por medio de electroforesis en gel de

agarosa en condiciones denaturantes.

4.2.2 Secuenciacion de ARN (RNA-seq).

Para las muestras de ARN que presentaron mejor integridad y concentracion, se validé
integridad y concentracién utilizando un bioanalizador (Bionalyzer, Agilent) el cual
permitié obtener el respectivo valor RIN (RNA Integrity Number).

Se seleccionaron unicamente muestras de ARN para secuenciacion con un RIN > 7. Se
emplearon entonces 9 muestras de ARN de xilema y 9 muestras de ARN de hojas,
realizando 3 grupos de 3 individuos diferentes para cada tejido. A partir de cada grupo
de ARN se obtuvo el ARNm y se generaron las librerias de cADN empleando el kit Truseq
(Illumina, Inc.) para un total de 6 librerias indexadas, teniendo 3 réplicas para cada tejido.
La secuenciacion de alto rendimiento se realizé6 empleando un equipo Hiseq (lllumina,

Inc) y lecturas pareadas de 2 x 150 bases.

4.2.3 Analisis bioinformético y ensamble de novo del transcriptoma de referencia.

El conjunto de lecturas obtenidas en cada libreria fue sometido al siguiente control de

calidad y filtrado:
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la calidad de las secuencias de cada libreria fue evaluada utilizando el programa
FASTQC (Andrews 2010), de acuerdo a este analisis, se eliminaron secuencias con un
Q score < 20. También se eliminaron restos de adaptadores conjuntamente con las
primeras 10 bases de cada secuencia utilizando Trimmomatic (Bolger et al., 2014), y
dejando una longitud minima de 50 bases. Adicionalmente, se eliminaron lecturas
correspondientes a ARNr empleando el programa bowtie2 (Langmead y Salzberg 2012)
y la base de datos SILVA (Quast et al., 2013). Finalmente, las secuencias
sobrerepresentadas (duplicados) fueron identificadas utilizando blastx, y eliminadas
cuando se verifico que se trataba de secuencias contaminantes o de baja complejidad.
El ensamble de novo del transcriptoma de referencia se obtuvo utilizando Trinity
(Garbherr et al., 2011) y estableciendo como parametros una longitud minima de contig
de 200 bases, y un valor k-mer de 25. Se realiz6 un ensamble de novo para el
transcriptoma de xilema y de hojas, asi como un ensamble de novo empleando las
lecturas filtradas de ambos tejidos como transcriptoma de referencia para el andlisis de
expresion diferencial entre los dos tejidos.

Todos los programas necesarios para el analisis bionformético se corrieron utilizando el
centro de alto desempefio computacional de la Universidad Tecnolégica de Texas (TTU

HPCC) y el cluster ZINE de la Universidad Javeriana.

4.2.4 Anotacion del transcriptoma de referencia

La anotacion del transcriptoma de referencia se realizo en primer lugar utilizando la
herramienta blastx (Altschul et al.,, 1990) y como bases de datos TAIR10, nr y
uniprot/swissprot: se tuvieron en cuenta hits que presentaran un valor-e inferior o igual a
10-5.

Las categorias de gene ontology (GO) fueron asignadas a los transcritos utilizando la
herramienta disponible en TAIR (http://www.arabidopsis.org/tools/bulk/go/index.jsp).
Para la visualizacion de las categorias se utilizé el sistema de clasificacion de Wego (Ye
et al., 2006). La anotacion TAIR también fue utilizada para la identificacion de factores
de transcripcion utilizando la base de factores de transcripcion AGRIS
(http://arabidopsis.med.ohio-state.edu/AtTEDB) (Palaniswamy et al., 2006)
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Para el analisis de rutas metabolicas se utilizaron las herramientas de Uniprot que
permitieron asignar los identificadores KO necesarios para la anotacion en rutas KEGG
(http://mwww.genome.jp/kegg/tool/map_pathway?2.html).

Adicionalmente, la anotacion funcional de los transcritos se complementd por medio de
la identificacion de dominios proteicos utilizando la herramienta hmmscan del paquete
HMMER (hmmer.org) junto con la base de datos de dominios o perfiles proteicos PFAM
(Finn et al., 2011).

Finalmente se utiliz6 la herramienta TRAPID (Van Bel et al., 2013) con el fin tanto de
validar la calidad del ensamble de novo como para realizar una anotaciéon rapida basada
en RAPsearch e identificar el cubrimiento de ORFs por parte de los transcritos.

Con el fin de validar la identidad de algunos genes que presentaron ORFs completos, se
realizd un andlisis filogenético basado en alineamiento multiple utilizando el programa
MEGA X, y seleccionando secuencias homologos de plantas modelo y especies lefiosas
de las bases de datos NCBI y plantTFDB.

4.2 5 Identificacion de SSRs.

Se identificaron marcadores microsatélitales utilizando el programa MISA (Tiel et al.,
2003), considerando un minimo de 5 unidades de repeticion para dinucleétidos (DNRS),
trinucledtidos (TNRs), tetranucledtidos (TtNRS), pentanucledtidos (PNRs) vy
hexanucledtidos (HNRS).

4.2.6 Expresion diferencial.

Para el andlisis de expresion diferencial se empled como transcriptoma de referencia el
obtenido al ensamblar de novo las secuencias de ARNs derivadas de los dos tejidos a
comparar (hojas y xilema). Las secuencias de cada réplica de cada tejido, se mapearon
contra este transcriptoma de referencia utilizando las herramientas bowtie2 (Langmead
et al., 2012) y samtools (Li 2009) y se obtuvieron los conteos de las lecturas mapeadas

utilizando bedtools (Quinlan y Hall 2010). Los conteos fueron normalizados a RPKMs y
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el analisis de expresion diferencial se realiz6 empleando la herramienta DEseq vy
utilizando los transcritos de hojas como tejido control.

La seleccién de los genes expresados diferencialmente entre xilema vy tejido foliar se
realiz6 utilizando un test binomial con un valor p ajustado p < 0.05 y valores de logaritmo
del cambio en la expresion (Logz Fold change) = 2 indicando induccién de los genes en
xilema, o Log2FC < -2 indicando represion de los genes en xilema en comparacioén con
hojas.

La anotacion funcional de los transcritos diferencialmente expresados se realizo
utilizando las herramientas Mercator (Lohse et al., 2013) y TRAPID (Van Bel et al., 2013).
La visualizacidbn de las principales vias metabdlicas en las que se encontraban
involucrados los genes diferencialmente expresados se realiz6 utilizando el programa
Mapman (Thimm et al., 2004).

4.2.7 Validacion funcional de genes utilizando gPCR.

Con el fin de validar una seleccion de genes diferencialmente expresados en xilema se
realizé6 qRT-PCR a partir de ARNs extraidos de hojas y xilema de diferentes individuos
similares en edad / altura y colectados en campo al mismo tiempo que los arboles
muestreados para el analisis transcriptomico. Se obtuvieron librerias de ADNc (ADN
complementario) a partir de ARN de xilemay de hojas de al menos 3 individuos diferentes
utilizando el kit Transcriptor para sintesis de primera cadena de ADNc de Roche, y
empleando 5 pg de ARN total en cada reaccion y un volumen final de 100 pl.

Los genes candidatos a validacion se seleccionaron con base en los andlisis
bioinforméaticos previos de RNA-seq y expresion diferencial, con base en la significancia
de ésta, asi como en la anotacién funcional. Se seleccionaron 13 genes relacionados
con la via de biosintesis de lignina o via de los monolignoles, sintesis de celulosa,
hemicelulosas y factores de transcripcion. Como genes de referencia o calibradores se
seleccionaron ubiquitinab (UBQ5), B-tubulina (BTUB) e histona 3 (HIS3) (tabla 4.1). Para

el disefio de primers se utilizé la herramienta Primer3 teniendo en cuenta los criterios
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para disefio de primers para gPCR descritos por Thornton y Basu (2011), y de manera

gue los primers para los diferentes genes tuviesen aproximadamente la misma Tm.

La PCR se realizd en un termociclador Lightcycler 96® (Roche), con el master mix Fast
start SYBR green de (Roche®). Se incluyeron 3 réplicas biolégicas y 3 réplicas técnicas
para cada tratamiento y gen. Como controles negativos para cada gen se incluyeron
reacciones con master mix, pero sin ADNc. Todas las reacciones se realizaron en
volumen final de 20 ul con 12.5 de SYBR mix, 1 ul de cADN y la mezcla de primers
especifica de cada gen en una concentracion final de 10 pmol/ul. La PCR se realizd
haciendo una preincubacion a 95°C por 10 minutos, 45 ciclos de amplificacion con tres
pasos: 95°C por 10 segundos, 58°C por 10 segundos, y 72°C por 10 segundos, seguida
de una fase de melting con tres pasos, 95°C por 10 segundos, 65°C por 60 segundos y
terminando con la rampa de aumento continuo hasta 97°C (0.3°C/ seg). Finalmente se
realizd una fase de enfriamiento a 37°C por 30 segundos.

Utilizando las curvas melting o de fusion se analizé la especificidad en la amplificacion
para cada gen, verificando la presencia de un solo producto y la ausencia de dimeros de
primers.

Para evaluar la estabilidad de los genes de referencia, se utilizé el algoritmo NormFinder,
para lo cual se transformaron los valores Ct a valores de cuantificacion en escala lineal
(Q) de acuerdo al método ACt y asumiendo una eficiencia de amplificacion (E) del 100%,
representada por una duplicacién exacta de la cantidad de ADN en cada ciclo de
amplificacion E=2.

Las cantidades relativas en escala lineal (Q) son entonces calculadas utilizando la
formula

Q= 2(Ct mas bajo-Ct de la muestra).

Para la estimacion del cambio de expresion génica entre los dos tejidos, se siguio el

método comparativo AAct de acuerdo a la formula:

ACt= Ct gen interés — Ct gen de referencia, y
AACt= ACt tejido problema — ACt tejido control.

El cambio de expresion génica o Fold Change (FC) se calculo utilizando la féormula
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FC=2- AACt

Tabla 4. 1. Primers disefiados a partir de genes inducidos en tallo o en hoja para validacién por
gPCR.

Gen /Primer Secuencia 5-3° Tamaifio
amplicon
PAL-F AAGGCATTGCATGGAGGGAA 201
PAL-R CTCAGCACCCTTGAACCCAT
4CL-R TTGACGGTGATGACGAGCTC 209
4CL-F CTCAGTGACAGCGGAACCAT
CADx-F GACTCAACAAACCTGGTATGCACA 392
CADx-R CGTCTCTTTCATCCCTCCAATGC
CADI-R GATAGGCACAATGGATGGTATCG 171
CADI-F GCGCTTCCAACTATCGCCC
COMT-F GACAGGGTCTTGATGGAGGC 232
COMT-R CACCACCAACATCGACCAGA
CCoAOMT-F GCATCAGGAGGTTGGGCATA 238
CCoAOMT-R AGAGTAGCCGGTGTAAACGC
CCR-F CTGGAACAGTGATGGGTCCT 232
CCR-R GCCACCTTAGCAGCAAAATC
HCT-F CTTTGTGTGGCGAACTCGTA 229
HCT-R TTACCCCATCCAAAATCTGC
NST1-F ATGGCCAGAAATCAGACTGG
NST1-R ATGAAGTGAGGGGGCTTTCT 177
MYB85-F AGCTGCCTATTCAGGGATGA
MYB85-R TGTCGCTGAAACAATCGAAG
FRAS8-F TGGCTGGCTGACTTTTTCTT 213
FRA8-R ATCCTCCATGGTGTGAAAGC
PGSIP3-R CAGCTCACCGACTACGACAA 230
PGSIP3-F TCGTTCAGAAAACCCTGGTC
Ces-R TTCCGAAGGCAAGCTCTTTA 169
Ces-F AGGCATCTCTGTGCTTCGAT
UBQ5-F GATAGAGGTGGTGCTGAACGA 179
UBQ5-R AGTCCTTGAGGGTGATGTGG
HIST3-F GTTGCCTTGAGGGAGATCAG 176
HIST3-R TCTTAGCGTGAATCGCACAC
BTUB-F TGGTGATCTCAACCACCTCA 211
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| BTUB-R GATACTGCTGGGAGCCTCTG

4.2 .8 ldentificacion de microARNS.

Para la generacion de librerias de ARNs pequefios, se empleo el kit Truseq Small RNA
library prep de lllumina®. Se obtuvieron cuatro librerias de ARNs pequefios a partir de
ARN total de los mismas unidades experimentales o grupos de material xilemético
utilizado para la obtencién del transcriptoma de referencia de xilema.

Las librerias de ARNs pequefios fueron secuenciadas en una plataforma Myseq de
lllumina, empleando lecturas sencillas de 75 nt.

Las secuencias obtenidas se analizaron utilizando FASTQC; se eliminaron restos de
adaptadores utilizando el programa Trimmomatic (Bolger et al., 2014), secuencias de
baja calidad Q score < 20, secuencias contaminantes (ARNr, ARNmt, ARNcp) y de
longitud inferior a 15 nucledtidos y mayores a 40 nucleétidos.

Las secuencias de las cuatro librerias se fusionaron en un solo set de datos y se
eliminaron las redundancias mediante herramientas del paquete FASTX tool kit.

Para la identificacion de microARNs maduros y conservados, se utilizaron las bases de
datos de microARNs de miRBase (www.mirbase.org). Se realizdé un alineamiento con
bowtie2, con un maximo de 3 mismatches de acuerdo a lo indicado en varios reportes
(Pani y Mahapatra, 2013). Las secuencias identificadas como posibles microARNS,
fueron mapeadas contra el transcriptoma de referencia de xilema utilizando samtools y
bedtools para la obtencion de conteos. Estos conteos se normalizaron a valores RPKMs
con el fin de asignar niveles de expresion a los distintos microARNs putativos
identificados.

Para la identificacidn de los posibles genes blanco, se utilizé el programa MiRanda (John

et al., 2004) con valores de score sc=155 y minima energia libre en= -40 kCal/mol
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Obtencion y anotacién del transcriptoma de referencia de xilema.

El secuenciamiento del ARN de xilema produjo cerca de 164 millones de secuencias
pareadas. Estas secuencias fueron sometidas a un proceso de limpieza para eliminar
fragmentos de baja calidad (Q < 20) y contaminantes que principalmente consistieron en
ARN ribosémico y cloroplastidico, en total se eliminaron 18.968 secuencias pareadas.
Las secuencias limpias se utilizaron para obtener el transcriptoma de referencia. En este
transcriptoma se obtuvieron 110.992 transcritos, el valor N50 y la longitud promedio

fueron 1466 y 864 bases respectivamente (tabla 4.2).

Tabla 4.2. Estadisticas relacionadas con el ensamble y anotacion del transcriptoma de referencia
obtenido a partir de xilema secundario en Gmelina arborea.

Numero total de secuencias obtenidas 164737322
Numero de secuencias utilizadas para el 164718354
ensamble
Numero de transcritos obtenidos 110992
N50 1466
Longitud promedio de contig 864
Numero potencial de genes 81269
NuUmero de bases ensambladas 95 M
ORFs completos 17809 (16%)
ORFs casi completos 14017 (12.6%)
Transcritos con hits en la base NCBI nr 49364
(blastx)
Transcritos con hits en TAIR10 (blastx) 45377
Transcritos con hits en la base de datos 46795
de Populus trichocarpa
Transcritos con hits en la base de datos 45708
de Eucalyptus grandis
Transcritos con dominios PFAM 64186
Transcritos clasificados en familias 48322
geénicas
Transcritos con GO 39465
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Numero de términos GO 5701
Numero de vias KEGG 130
Numero de genes asociados a vias 10256
KEGG

La anotacion del ensamble, se realiz6 utilizando diferentes herramientas y bases de
datos. En primer lugar, se realiz6 una anotacion convencional basada en homologia por
medio de la herramienta blastx: tomando como base de datos nr (no redundante), se
obtuvieron 49.364 hits, y contra TAIR10 (base de datos de Arabidopsis) se produjeron
45.377 hits, representando 15445 unigenes, los cuales representan un porcentaje de
transcritos con anotacion por homologia entre 40 y 44%.

En segundo lugar, con relacion al analisis de dominios proteicos basado en la busqueda
de perfiles proteicos (HMMER), se logré obtener un mayor porcentaje de transcritos con
anotacién funcional: 64.186 transcritos presentaron hits con la base de datos PFAM.

La figura 4.6, representa las principales categorias GO asignadas para 14.155 unigenes.
En el nivel de componente celular, la mayoria de transcritos se ubicaron en la categoria
de organelo, en el nivel de funcion molecular, las categorias de unién y funcién catalitica
fueron las mas representativas. En la categoria de proceso biolégico, los procesos

celulares y bioldgicos fueron las categorias mas significativas.
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Utilizando la base de datos KEGG, se asignaron 10.256 de los unigenes a 130 vias

metabdlicas.

Las principales vias son presentadas en la tabla 4.3; entre estas, la biosintesis de

metabolitos secundarios, ribosomas y transduccién de sefiales hormonales fueron las
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Tabla 4.3. Top 20 de las vias KEGG mas representativas en el transcriptoma de xilema.

Via Numero de genes
Vias metabdlicas 1841
Biosintesis de metabolitos secundarios 1020
Ribosoma 346
Transduccion de sefiales de hormonas 262
vegetales
Metabolismo de carbono 256
Biosintesis de aminoéacidos 251
Procesamiento de proteinas en reticulo 217
endoplasmatico
Metabolismo de almidén y sacarosa 194
Espliceosoma 189
Transporte de ARN 165
Metabolismo de purinas 156
Interaccion planta-patégeno 154
Biosintesis de fenilpropanoides 152
Fosforilacion oxidativa 149
Protedlisis mediada por ubiquitina 148
Endocitosis 140
Metabolismo de amino y nucleétido 135
azucares
Glucolisis/ Gluconeogénesis 113
Metabolismo de Pirimidinas 112
Metabolismo de cisteina y metionina 112

4.3.2 Identificacion de factores de transcripcion.

Las principales familias de factores de transcripciéon son presentadas en la figura 4.7, las
familias con mas miembros (méas de 70 genes asignados a cada familia) fueron C2H2,
C3H, BLHLH y MYB, cerca de 40 genes fueron asignados a las familias NAC, WRKY y
bZIP. (figura 4.7)
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Figura 4. 7. Principales familias de factores de transcripcion identificadas en el transcriptoma de
xilema. Se indica el nUmero de transcritos identificados como miembros de cada familia.
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4.3.3 Identificacién de genes metabdlicos y reguladores involucrados en la via de
los monolignoles

Nueve genes biosintéticos de la via de los monolignoles fueron identificados en el

transcriptoma de referencia (tabla 4.4).

Tabla 4 .4. Genes relacionados con la biosintesis y regulaciéon de la biosintesis de lignina en la via
de los monolignoles, identificados en el transcriptoma de referencia.

Grupo Genes identificados

Genes de la via de los PAL EC:4.3.1.24
monolignoles CAD [EC:1.1.1.195]
F5H [EC:1.14.-.-]
CCREC:1.2.1.44
COMT [EC:2.1.1.68]
4CL 4 EC:6.2.1.12
HCT EC:2.3.1.133]
CCoAOMT
[EC:2.1.1.104]
C3'H [EC:1.14.13.36]
Factores de transcripcién MYB46
MYB MYB61
MYB83
MYB103
MYB4
MYB7
MYB32
MYB52
MYB20
MYB63
MYB69
MYB85
Factores de transcripcién SND2
NAC VND7
NST1
BES1/BZR1 BES1

Factores de transcripcién KNAT7
Familia KNOX
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Adicionalmente, se identificaron factores de transcripcion de los distintos niveles de
regulacion de la via de biosintesis de lignina. Entre los factores de transcripcion NAC,
por ejemplo, se identificaron los posibles ort6logos de A. thaliana VND7, SND2 y NST1,
reportados como reguladores claves de segundo y tercer nivel.

En el caso de los factores de transcripcion de la familia MYB se identificaron factores
como MYB46 y MYB83, relacionados con la regulacion en el segundo nivel y factores
como MYB20, MYB69 y MYBS85 relacionados directamente con la activacion de los genes
biosintéticos. También se identificaron represores como MYB7, MYB4 y MYB32.

Otros factores de transcripcion identificados fueron KNAT7, reportado como represor y
BES1 activador especifico de la ruta de la sintesis de celulosas (tabla 4.4).

Con el fin de precisar la relacion e identidad de los factores de transcripcion NAC
identificados como VND7, SND2 y NST1 se realiz6 un andlisis filogenético utilizando
posibles ortdlogos de otras especies. El dendrograma obtenido se muestra en la figura
4.8.

En el dendrograma, el factor de transcripcion SND2 de Gmelina se relacion6 con otros
factores SND2 en un mismo grupo, mientras NST1 presentdé una mayor homologia con
el factor NST1 de Arabidopsis thaliana. En el caso del potencial VND7 de melina se

encontré como el mas alejado de todos los factores evaluados.
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Figura 4. 8. Dendrograma de los factores de transcripcion NAC. Se utilizaron las secuencias de los
potenciales genes VND7, NST1 y SND2 identificados en el transcriptoma de xilema de Gmelina arborea
(Ga) en comparacion con posibles genes ortologos de otras especies, Si: Sesamum indicum
(XP_011096365) , Cp: Carica papaya (XP_021889039.1), Gm: Glycine max (XP_006589457.1,
Glyma.01G046800.1.p, Glyma.01G005500.1.p), Vv: Vitis vinifera (GSVIVT01000940001, XP_002267383,
GSVIVT01015274001), Pt: Populus  trichocarpa  (XP_024447115.1, Potri.001G061200.1,
Potri.001G343800.1), Bd: Brachypodium distachyum (Bradilg04150.1.p, Bradilg06970.1.p,
Bradilg37898.1.p) , Pa: Picea abis (MA_101849g0010), At: Arabidopsis thaliana (AT1G71930.1,
AT2G46770.1, AT4G28500.1 ), Nt: Nicotiana tabacum (XP_016440678.1), Sly: Solanum lycopersicum
(Solyc01g009860.2.1). El método utilizado para la construccion del dendrograma fue neighbor-joining con
un valor bootstrap de 100. Los valores bootstrap para cada nodo se indicant en el arbol. Los identificadores
de las accesiones de las bases de datos NCBI y plantTFDB utilizadas en el andlisis se encuentran en el
paréntesis.
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4.3.4 ldentificacion de marcadores microsatélitales SSRs

Se identificaron 25460 marcadores SSRs con motivos de repeticion de 2-5 nucledtidos.
Las repeticiones méas predominantes fueron los dinucledtidos seguidos de los
trinucledtidos (tabla 4.5). En el caso de los dinucleétidos los motivos AT (18%), AG (15%),
GA (15%) y TA (14%) fueron los mas frecuentes. Entre los trinucledtidos los mas

comunes fueron las repeticiones GAA (5%) y AGG (5%).

Tabla 4. 5. Frecuencia en el nUmero de repeticiones encontradas para marcadores microsatélitales
SSRs

Tamano de  Numero de SSRs

unidad
2 20634
3 4463
4 319
5 17
6 27

4.3.5 Expresion diferencial

Para el proceso de expresion diferencial, fue necesario realizar un transcriptoma de
referencia Unico para los dos tejidos a comparar: xilema y tejido foliar, con el fin de
eliminar redundancias de transcritos. La secuenciacion de ARN obtenido de tejido foliar
permiti6 obtener un total de 196.317.195 secuencias. Después de eliminar
contaminantes y secuencias de baja calidad se obtuvieron 147.130.884 secuencias, que
fueron utilizadas conjuntamente con las 164.718.354 secuencias filtradas provenientes
de xilema, para la obtencion del transcriptoma de referencia a emplear en los

alineamientos subsiguientes.

Algunos datos relacionados con el ensamble y la anotacion de este transcriptoma se

encuentran en la tabla 4.6.
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Tabla 4. 6. Algunas caracteristicas del ensamble y anotacién del transcriptoma constituido por secuencias

de tallo y hoja de melina.

NuUmero total de secuencias obtenidas a 147130884
partir de ARN de hoja
Numero de secuencias utilizadas para 311868206
el ensamble
Numero de transcritos obtenidos 151229
N50 1332
Longitud promedio de contig 782.84
Numero de bases ensambladas 118457690
Anotacion |
ORFs completos 20156
ORFs casi completos 16706
Transcritos con hits en TAIR10 (blastx) 53537
Transcritos con dominios Interpro 47884
Transcritos clasificados en familias 57075
génicas
Transcritos con GO 41674
NUmero de términos GO 3106

Utilizando este transcriptoma unico como referencia, se realiz6 el analisis de expresion

diferencial entre hojas y xilema secundario empleando el tejido foliar como tejido control.

El analisis indicé 38.350 transcritos diferencialmente expresados con un valor p ajustado

< 0.05, (figura 4.9), de estos se seleccionaron los transcritos que presentaban un valor

Log2FC = 2 indicando induccion en xilema (tallo), 6 Log2FC < -2 indicando represién en

xilema, obteniendo un total de 20.954 transcritos (figura 4.9), de los cuales 9011 fueron

inducidos en tallo y 11953 reprimidos (inducidos en hoja).

104



15

10
1

-10

Log2FoldChange
Tallo vs hoja
-5
1

-15

1e.01 1e+01 1e+03 1e+05

Media de conteos normalizados

Figura 4. 9. Distribucién de genes diferencialmente expresados. Los genes diferencialmente
expresados (p< 0.05), se representan en rojo mientras que los genes sin diferencias
significativas se representan en negro.

En total fueron anotados en categorias ontolégicas GO un 45.2% de los transcritos.
Las principales categorias GO expresadas diferencialmente correspondieron a
proteinas, ARN, sefializacion, transporte y estrés. La categoria de pared celular

representd un porcentaje cercano al 1% de los transcritos anotados (figura 4.10).
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Figura 4. 10. Anotacion de los genes diferencialmente expresados. Para la anotaciéon se utilizd la
herramienta Mercator.

La visualizacion de los transcritos diferencialmente expresados se realiz6 utilizando
Mapman, para lo cual se incorporo la anotacién obtenida por Mercator y los valores de
cambio logaritmico significativos de los transcritos (Log2FC = 2, indicando activacion
significativa en tallo y Log2FC < 2 indicando represion en tallo (activacion en hoja). En la
figura 4.11 se presenta un panorama general de algunos de los principales procesos

metabdlicos y los transcritos diferencialmente expresados asociados a ellos.
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Figura 4. 11. Expresion diferencial entre hoja y tallo. Se presentan patrones de expresion diferencial
de acuerdo a los principales procesos metabdlicos en los que se encuentran involucrados. El logaritmo
del cambio en la expresion para cada transcrito se representa en color rojo (induccién en tallo, Log2FC

2 2) y azul (induccién en hoja, Logz2FC < 2).

Aungue se encontraron transcritos diferencialmente expresados en todos los procesos
metabdlicos, en algunos como en el caso de reacciones relacionadas con la fotosintesis,
se observé una tendencia clara de mayor expresion en hoja, acomparfiado de represion
de los mimos en xilema. En el caso de algunos transcritos relacionados con biosintesis

de pared celular también se presentd una tendencia de mayor expresion en xilema

comparado con hojas.

Al analizar la via especifica de los monolignoles, se encontré que los nueve genes

identificados de esta via presentan claramente expresion diferencial entre hoja y xilema
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(figura 4.12). Se identificé un patron general de induccién en xilema para los genes PAL,
C4H, COMT y CCoAOMT, mientras que el gen de la HCT se observé reprimido. En el
caso de los genes 4CL, F5H, CCR y CAD se encontraron transcritos (asociados en varios
casos a posibles isoformas de splicing) del mismo gen con mayor expresion en uno u
otro tejido.

A nivel de genes reguladores, dentro de los factores de transcripcion diferencialmente
expresados se encontraron varios transcritos de la familia MYB, de la familia NAC y
homeobox relacionados con desarrollo de distintos elementos de la pared celular
secundaria (figura 4.13). Se encontré una clara tendencia de activacion de transcritos
codificantes de miembros de la familia MYB en xilema. En el caso de la familia NAC se
identificaron varios transcritos anotados como NST1 sobreexpresados en xilema y otro
anotado como VND7 con mayor expresion en hoja. Otro miembro de la familia NAC,

anotado como KNAT?7 también aparece inducido en tejido xilematico.

Otros genes relacionados con el desarrollo de pared celular secundaria también
mostraron diferencias entre hojas y xilema (figura 4.14). Los genes se clasificaron de
acuerdo a su funcioén en cinco grupos: sintesis de celulosas, sintesis de hemicelulosas,
lacasas, muerte celular programada, entre otros. En el primer grupo se encontraron
transcritos sobreexpresados tanto en hoja como en xilema, mientras que en los otros

grupos se encontrdé una mayor tendencia a la sobreexpresion en xilema.

108



Fenilalanina

PAL Fl

o, -0
3
&)
Cina}nato
CaH § l
o, -©

Om

Cumarato
-

. -' $-CoA
g
) B

Om
Cumaroil CoA

CCR . '
oM
|

Cumaril aldehido

|

Cumaril alcohol

o 0 o .0 o .0 050
N v . Y
| comMT | F5H | comMr |
N\, : l‘ &N\ s .-;’L* 4 I. /,l\ X
Y~ o Y TOMe HOT Y TOMe MeO” Y TOMe
O™ o o4 On
Cafeato ferulato 5-hidroxiferulato Sinapato
0, . 5CoA 0, ~$CoA 0, - SCoA 0, - 5CoA
: COMT _é&\ = COMT =
\
'»-:-_(/\CM - N ome HO” S ‘.'/\ C'-b_ :\.T/‘*‘ OMe
e CCOAMT L o CCOAMT &

Cafeoil CoA Feruloil CoA 5-hidroxiferuloil-CoA Sinapoil-CoA
ccr g8 CCREBY CRER ¢+ conf 4
o, M o, M o, M o, M

= COMT * = COMT
e > CLCLTTTTT T 5
g b —l {"\" - .'- Y
" ou N Nome 407 X “ome Me0” N oue
Cafeil aldc;:’do Conifen;:!eh'do e S'm Idehid
i i i - . inapaldehido
coniferilaldehido
20 RRRRRR 0 TRRRER oo G oo N
Oy~ M o.M o“,,n Ow-”"
) |
“ COMT 1~ FSH = (COMT ¢~
Al | ssssusssenann
BN\ '_ 2N ~r o _._ PN
A & A % N
Y Tom Y C0Me 0T Y TOMe MO Y~ TOMe
o o oM oM
Cafeil alcohol Coniferil alcohol 5-hidroxiconiferil Sinapilalcohol
alcohol

Figura 4. 12. Expresioén diferencial de los genes de la via de los monolignoles. Los patrones de
exprsion se presentan de acuerdo al cambio de expresion logaritmica (Log2FC) Se muestran en cuadros,
los transcritos correspondientes a los genes identificados de la via. El logaritmo del cambio de expresion
para cada transcrito se representa en color rojo (induccién en tallo, Log2FC = 2) y azul (represion en tallo,

induccion en hoja, LogzFC < 2).
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Figura 4. 13. Expresion diferencial en factores de transcripcién involucrados en laregulaciéon de la
via de los monolignoles. Se indica el cambio logaritmico en la expresion para cada transcrito (LogzFC).
El color rojo indica induccién en tallo (Log2FC = 2), y el color azul induccién en hoja (Log2FC <2).
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Figura 4. 14. Genes relacionados con sintesis de otros elementos de la pared celular secundaria
con expresién génica diferencial entre tallo y hojas. Se muestran los valores del cambio logaritmico de
expresion para diferentes transcritos anotados como variantes de cada gen. El color rojo indica induccion
en xilema (Log2FC 22), y el color azul induccién en hoja (Log2FC < 2).
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4.3.6 Identificacidon de variantes de los genes de la via de los monoligholes

Aunque en general se habla de 11 genes biosintéticos de la via de los monolignoles, en
realidad estos constituyen familias que pueden estar constituidas por varios miembros.

La obtencion del transcriptoma de referencia y el andlisis de expresion diferencial
permitié la identificacion de posibles miembros distintos para algunas de las familias de

genes de la via de los monolignoles.

En el caso de PAL, se identificaron dos posibles genes PAL1y PAL4, en el caso de PAL1
fue posible obtener una secuencia representativa del gen completo. Ambos genes fueron

sobreexpresadas en tallo.

En el caso de CAD se identificaron dos posibles variantes CAD9, y CAD3, el primero
expresado tanto en hoja como en tallo y el segundo expresado significativamente en
tallo.  Adicionalmente se encontraron 2 variantes que no fueron identificadas

especificamente, pero que fueron altamente expresadas en hoja.

Para 4CL se identificaron como posibles variantes 4CL1 y 4CL2, este ultimo inducido en
hoja mientras que 4CL1 fue principalmente inducido en tallo.

En el caso de CCoOAOMT se identificaron dos posibles genes CCoOAOMT1 y CCoAOMT2
Finalmente, en el caso de C4H, COMT, F5H, CCR, y HCT solo se identificd una variante
para cada gen.

Con el fin de determinar la relacion filogenética de algunos de los genes de la via de los
monolignoles identificados en melina con otras reportadas para diferentes especies, se
realizd un alineamiento a nivel de nucleotidos y analisis filogenético tomando los genes
con marco de lectura abierto completo de familia PAL y CAD. Estos genes inician y
finalizan la via de los monolignoles por lo cual son claves dentro del proceso de sintesis
de lignina.

En el caso de PAL se seleccioné un gen inducido en tallo (posible PAL1), mientras que
en el caso de CAD se incluyeron dos variantes una expresada en tallo (CADS, posible
CAD3) y otra expresada en hoja (CADL) (Figura 4.15).
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En el caso de PAL, se encontrd una fuerte agrupacion del gen identificado en melina con
un posible ortdlogo de la familia lamiaceae, Scutellaria baicalensis, y el gen PAL1 de

Coffea arabica.

En el caso de CAD, el analisis filogenético indico que los genes identificados en melina
podrian ser formas diferentes y cada uno se ubic6 en un grupo distinto, asi, CADs se
relacion6 mas con los genes CAD de Salvia miltiorrhiza y Sinopodophyllum hexandrum,
mientras que CADL se relacion6 méas débilmente con Sesamum indicum especie
perteneciente a una familia distinta, pero del orden lamiales y con el gen CADA4

identificado en Tectona grandis.
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Figura 4. 15. Analisis filogenéticos para los genes PAL (A) y CAD (B), identificados en G. arborea.
El método utizado para la obtencion de los arboles fue neighbor-joining. Los nimeros en los nodos indican
en soporte del valor bootstrap (%) con base en 100 réplicas. Las distancias evolutivas fueron computadas
utilizando el método de correccién de Poisson. Los andlisis fueron realizados en el programa MEGA X. En
el andlisis de CAD se incluyeron 2 posibles isoformas de CAD de Gmelina arborea una inducida en tallo
(CADS) y una inducida en hoja (CADL).

Las secuencias de aminoacidos de los genes utilizados en el analisis filogenético de PAL fueron:
Mangifera indica (AlY24975.1), Populus trichocarpa (P45730), Ricinus communis (AGY49231.1), Coffea
arabica (AEL21616), Nicotiana tabacum (NP_001312352.1), Sesamum indicum (XP_011094662),
Pogostemon cablin (AJO53272.1), Scutellaria baicalensis (ADN32766.1), Lonicera caerulea (ALU09327),
Salvia miltiorrhiza (ABD73282), Melissa officinalis (CBJ23826.1), Vitis vinifera (ABM67591), Plectranthus
scutellarioides (AFZ94859.1), Perilla frutescens (AEZ67457.1). Ath: Arabidopsis thaliana, Ath PAL1
(At2g37040), Ath PAL2 (At3g53260), Ath PAL3 (At5g04230) y Ath PAL4 (At3g10340).
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En el andlisis de CAD, se incluyeron dos posibles variantes del gen en Gmelina arborea, la primera se
indujo solamente en tallo (CADs) y la segunda se indujo en hojas (CADL). Las secuencias utilizadas en el
analisis fueron She: Sinopodophyllum hexandrum (AEA36767.1), Rs: Rauvolfia serpentine (ALW82980.1),
Tgr: Tectona grandis (ANG60951.1, ANG60952.1, ANG60953.1, ANG60954.1) Ote: Ocimum tenuiflorum
(ADO16245.1), Sm: Salvia miltiorrhiza (ADN78309.1), Jre: Juglans regia (XP_018827699.1), Jcu: Jatropha
curcas (XP_012086572.1), Sin: Sesamum indicum (XP_011097452.1), Egr. Eucalyptus grandis
(XP_010024064.1), Gar: Gossypium arboretum (XP_017633091.1), Pto: Populus tomentosa
(AAR83343.1), Vvi: Vitis vinifera (RVW57228.1), At: Arabidopsis thaliana (OAP16446, NP_179765, Pni:
Populus nigra (AFR37935.1), Zm: Zea mays (NP_001105654), Lp: Lolium perenne (AAB70908), Ga:
Gmelina arborea. Se incluyeron diferentes isoformas de CAD para algunas especies. Los identificadores
de las accesiones de la base de datos NCBI se muestran en paréntesis.

4.3.7 Validacion mediante gPCR.

Con el fin de validar la expresion diferencial observada de algunos de los genes
identificada a través del analisis DEseq, se disefiaron primers para qRT-PCR dirigidos a
ocho transcritos identificados como genes metabdlicos de la via de los monolignoles, dos
genes reguladores (factores de transcripcion) y tres genes relacionados con sintesis de
celulosas y hemicelulosas. Para cada caso, los genes se seleccionaron con base en los
valores de cambio de expresion obtenidos previamente: 10 transcritos seleccionados
fueron sobreexpresados y dos transcritos reprimidos en xilema comparado con tejido
foliar (tabla 4.7).

Tabla 4. 7. Genes candidatos seleccionados para evaluacion por gPCR. Se muestran los valores de
expresion (Log2FC) para cada uno.

Funcion Gen Log2FC ARN-Seq
Genes biosintéticos PAL 6.47
de laviade los COMT 4

Monolignoles CCoAOMT 5.16
4CL 4.5
CCR 2
HCT -8
CADL -14.93
Factores de NST1 2.44
transcripcion MYB85 6.36
Sintesis de celulosa CesA 2
y hemicelulosas FRAS8 3
PGSIP3 6.47
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Para la validacion de la expresion diferencial mediante qRT- PCR se emplearon tres
genes de referencia o expresion constitutiva, algunos previamente validados como
buenos candidatos para qRT-PCR en melina (Rodriguez-Cubillos 2011) y otros
empleados en otros modelos vegetales para estudios de expresién diferencial en xilema:
Ubiquitina 5 (UBQ5), histona 3 (HIS3) y B-tubulina (8TUB).

La especificidad de la amplificacion de los primers fue previamente verificada evaluando
diferentes temperaturas de hibridacién (56-60°C con variacion de dos grados) mediante
PCR convencional encontrdndose un patron de amplificacion adecuado para 15 de los
16 genes evaluados. En el caso de los genes correspondientes a uno de los transcritos
de CAD sobreexpresado en xilema (CADs), se evidenciaron multiples amplicones en
todas las temperaturas, por lo cual no se tuvo en cuenta para andlisis posteriores. De
acuerdo a estos resultados, se utilizd una temperatura de hibridacion de 58°C para el

analisis qRT-PCR de todos los genes al observarse amplicones Unicos especificos.

La especificidad en la amplificacion se evalué en todos los ensayos de gRT-PCR
realizando las curvas de denaturacién (melting) tanto para los tres genes de referencia,
B-tubulina, ubiquitina 5 e Histona 3, como para el resto de genes con expresion
diferencial (Figura A3. Anexo 1).

Para los tres genes de referencia, se evalud previamente la estabilidad de su expresion
en los dos tejidos estudiados (tabla A3, anexo 1) al comparar los valores Ct obtenidos y
su variacion entre réplicas biolégicas y entre tejidos: el gen HIS3 presentdé una menor
expresion promedio con una menor variacion entre tejidos, sin embargo, fue el que
presentd una mayor desviacion estandar entre réplicas biologicas. En el caso de los
genes UBQ y BTUB presentaron valores similares de variacion entre réplicas, sin
embargo, la variacién en la expresion entre xilema y hoja fue menor para el gen de

referencia UBQ (Figura A4, anexo 1.).

Para evaluar la estabilidad de los tres genes de referencia, se utiliz6 el algoritmo

NormFinder, previa transformacion de los datos Ct a escala lineal. De acuerdo a este
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algoritmo el gen UBQ presento la mayor estabilidad (menor indice de variacion - tabla
4.8), por lo cual fue seleccionado como gen de referencia para los analisis posteriores

de expresion diferencial.

Tabla 4 8. Valores de estabilidad para cada uno de los genes de referencia, utilizando el algoritmo
Normfinder.

Gen Indice de
variacion
TUB 0.226
UBQ 0.126
HIS3 0.419

En el caso de los genes candidatos se verifico la presencia de un Unico amplicon para la
mayoria de ellos, sin embargo, para el caso de FRA8 y NST1 se encontraron curvas de
fusion correspondientes a réplicas que no se ajustaban completamente a los picos
predominantes (figura A5, Anexo 1). El patrén de especificidad en la amplificacion fue

verificado en gel de agarosa.

Comparando los valores entre el cambio de expresion génica encontrado por gRT-PCR
y el cambio de expresion génica obtenido por RNA-seq, se encontré concordancia entre
los valores para los genes COMT, CCR y NST1. Con menor concordancia, pero
conservando el patron de expresion se encuentran los genes CCoAOMT, HCT y CAD
sobreexpresado en hoja, y no se encontrd concordancia entre los valores para los genes
MYB85, PAL, CESA, FRA8 y PGSIP3 (Figura 4.16). El analisis de correlacién entre los
valores de Log2FC de genes con patrones concordantes, indico un coeficiente de 0.50.
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Figura 4. 16. Cambio de expresion promedio para cada uno de los genes candidatos evaluados por
RNA-seq y por qPCR.

4.3.8 Identificaciéon de microARNs

Después del proceso de secuenciamiento, se obtuvieron cuatro librerias de ARNs
pequefios de xilema provenientes de diferentes grupos de individuos y conformadas por
aproximadamente 47 millones de lecturas cada una. Al realizar el proceso de limpieza,
se eliminaron cerca de un 40% de las secuencias, la mayoria de ellas correspondieron a

restos de adaptadores y contaminantes como ARNr y ARN cloroplastidico. (Tabla 4.9).
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Tabla 4 9.Algunas estadisticas de limpieza de las librerias de ARNs pequefios.

Libreria Numero de lecturas Numero de lecturas
antes del proceso de  después del proceso de
limpieza limpieza
1 46833305 25939861
2 50101699 26953380
3 49197180 32190220
4 46817835 29404556

Estas lecturas filtradas se fusionaron para obtener una Unica libreria eliminando las

redundancias.
La distribucién de la longitud de las lecturas obtenidas indicé un mayor numero en las
secuencias de longitud entre 21-24 nucleétidos, siendo las mas predominantes las de 24

nucleotidos (figura 4. 17).
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Figura 4. 17. Distribucion de la longitud para las lecturas de las librerias de microARNs. La
distribucion corresponde a las lecturas después del proceso de limpieza.
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El andlisis de homologia de las secuencias limpias con la base de datos de microARNs
maduros de MirBase, indicO un total de 896 secuencias homélogas a microARNs
reportados para diferentes especies. Las secuencias tuvieron mayor homologia con
microARNs de especies como Oryza sativa, Glycine max y Arabidopsis thaliana. En la
figura 4.18 se muestran las principales especies con las que se encontr6 homologia a

nivel de secuencias de microARNs maduros.
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Figura 4. 18. NUmero de microARNs homd&logos con microARNs de distintas especies.
Las secuencias de microARNs corresponden a las siguientes especies: Osa (Oryza sativa),
gma (Glycine max), ath (Arabidopsis thaliana), mtr (Medicago trunculata), bdi (Brachypodium
distachyon), stu (Solanum tuberosum), gra (Gossypium raimondii), ptc (Populus trichocarpa),
aly (Arabidopsis lyrata), ppe (Prunus pérsica), vvi (Vitis vinifera), zma (Zea mays), ppt
(Physcomitrella patens).

Después de la identificacion por homologia de los microARNSs putativos, aunque existen
diversas isoformas, estos se agruparon en familias. La principal familia representada fue
miR169, seguida de miR156 y miR396. En la figura 4.19, se presentan las principales

familias de microARNSs identificadas en xilema de melina.
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Figura 4. 19. Principales familias de microARNs identificadas en G. arborea. Las familias fueron
identificadas de acuerdo al nimero de microARNs que componen cada familia.

De acuerdo a su expresion individual normalizada (Valor RPKM), el microARN con mayor
expresion en xilema fue el homadlogo a osa-miR5077, seguido de bra-miR164e-5p, ath-
miR164a y athmir390. En general fue evidente una predominancia de los microARNs
miR164, miR 396 y miR394. El top 20 de los microARNSs individuales mas expresados se
presenta en la tabla 4.10.

Tabla 4. 10. MicroARNs de mayor expresion de acuerdo a su valor RPKM.

microARN homdélogo RPKM

0sa-miR5077 86147
bra-miR164e-5p 49900
ath-miR164a 49328

ath-miR390a-5p 46020
ath-miR403-3p 35495
ath-miR168a-5p 26308

gma-miR396e 24084
ath-miR396a-5p 23922
nta-miR477a 19537
gma-miR396h 17020

ath-miR157a-5p 14130
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bgy-miR156 13720
ptc-miR6478 13599
sly-miR482a 12957
mes-miR477a 12902
gma-miR166h-3p 11954
vvi-miR394a 11366
ath-miR394a 11020
ath-miR159a 9521
ath-miR319a 8886

Para identificar los blancos potenciales de los microARNs, se tomé como base el
transcriptoma de referencia de xilema obtenido previamente.

Se identificaron 117 transcritos como posibles blancos para 72 microARNS putativos
(Tabla A6, anexo 1). Para los posibles transcritos blancos, se extrajo la anotacion
funcional, encontrando que entre las principales categorias funcionales predominaron
factores de transcripcibn como factores de respuesta a auxinas y proteinas
homeodomain-like, conocidas por su relacién con procesos de desarrollo. Las categorias

de anotacién correspondientes a los blancos se presentan en la figura 4.20.
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Figura 4. 20. Principales categorias de anotacion de los blancos de microARNs
identificados en G. arborea.

De manera interesante, se logré identificar algunos microARNs con una
complementariedad del 100% con la region codificante de su blanco (Figura 4.21), por
ejemplo, mirl56 cuyo blanco fue reconocido como un factor de transcripcion-SPB
(squamosa, promotor binding), miR160 cuyo blanco fue identificado como un factor de
respuesta a auxina, mirl65 cuyo blanco fue identificado en dos transcritos como una
proteina HDZIP Ill de tipo REVOLUTA.

Las regiones de complementariedad se muestran en la figura 4.21.
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5 GTGTCTCTCTGACAACATTACTGCAGGCATACAGGGAGCCAGGCA -3" Blanco: factor de respuesta auxinas

: LA
miR160 3'- CCGTATGTCCCTCGGTCC-5"

5 -AGTCTCTGACTCCAGCAGTGCTCTCTCTCTTCTGTCAAATGCAAATAACT-3" Blanco: factor de transcripcion-SPB

miR1S6 3 -CACOAAAGALAGAMAACAGs

5-AGATGCCTGGGATGAAGCCTGGTCCGGATTCG-3" Blanco: Proteina HDZIP I1I-REVOLUTA

Spiminny AR
miR165 3"-CCCTACTTCGGACCAGGC-5'

5-ACCAACTAGGGAGAAGCCATTGAGGGAGAGATGTTCTGAACC-3" Blanco: Pectina liasa

LTI T
miR477  3-TCTTCGGTAACTCCCTCT-5'

Figura4.21. MicroARNSs identificados en xilema de melina con complementariedad del 100% con
sus blancos. En la parte superior se muestra parte de la secuencia 5°-3"del blanco y en la parte
inferior la secuencia de microARN complementario.

Tomando como base los datos de expresion diferencial de ARNs mensajeros

anteriormente obtenidos, se busco identificar si los blancos de los microARNs eran

expresados diferencialmente entre xilema y hoja, mas especificamente, si mostraban un

patrén de represién o silenciamiento entre hojas y xilema: dentro de estos se encontrd

gue los blancos de mir160 presentaron induccion de expresion en xilema, mientras que

los blancos de miR477, miR4993 y miR164 presentaron un patrén concordante de

disminucion de su expresion en xilema comparado con hojas (tabla 4.11).
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Tabla 4.11. Blancos diferencialmente expresados entre tallo y hoja 'y microARNs asociados.

MicroARN  Secuencia microARN Log2FC Anotacion del blanco
-blanco

miR160h TGCCTGGCTCCCTGTATG 5.1626 Factor de respuesta a
CCA auxinas

miR160 GGCATACAGGGAGCCAG 2.1248 Factor de respuesta a
GCA auxinas

miR477e CTCTCCCTCAAGGGCTTC -2.2896 Pectina liasa
TT

miR4993 GGGGCGGCGGTGGAGGA -3.2236  Proteina
citocromo_P450
miR164a TGGAGAAGCAGGGCACG -4.0422 Factor de transcripcion
TGCA NAC
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4.4 DISCUSION

4.4.1 Obtencion y anotacion de un transcriptoma de referencia a partir de xilema
secundario

Son pocas las especies forestales de las cuales se reporta un transcriptoma a partir de
xilema secundario, debido probablemente a la dificultad en su obtencion. Algunas de
ellas son especies modelo como Eucalyptus spp. (Pappas et al., 2015), Populus spp.
(Bao et al., 2013, Hefer et al., 2015) y varias especies de coniferas de importancia
comercial pertenecientes a los géneros Pinus y Picea (Li et al., 2010b). En cuanto a
especies maderables tropicales, es aun muy escasa la informacion disponible,
probablemente debido a que a pesar de su importancia econémica, ain no estan
disponibles sus genomas: solo existen dos estudios transcriptémicos dirigidos a xilema
secundario en especies tropicales, uno en acacia (Wong et al., 2011), y otro en teca
(Galeano et al., 2015), por lo que este trabajo constituye uno de los pioneros en aportar
conocimiento a escala gendmica asociado con formacion de xilema madera en especies
explotadas en el tropico.

En el caso de melina se comprobé la eficacia del protocolo de extraccion de ARN
reportado para especies de pino (Chang et al, 1993), con el cual se obtuvieron
secuencias con valores RIN aceptables para el proceso de secuenciacién por Illumina.
A diferencia de los resultados de optimizacion de ensamble de novo para el
transcriptoma de la respuesta a estrés hidrico, en el cual se emplearon lecturas derivadas
de la plataforma 454 (Roche), en donde el programa de ensamble Trinity (Grabherr et
al., 2011) no genero los mejores indicadores de calidad, para el caso de lecturas
pareadas derivadas de secuenciacion lllumina, el comportamiento del programa fue muy
distinto, probablemente debido a que fue disefiado para ensambles de novo de este tipo
de lecturas mas cortas y de mayor profundidad. Adicionalmente, es muy posible que el
tamafio de k-mer empleado por el algoritmo basado en grafos de Bruijn del software
Trinity esté mas adaptado al tamafio de los reads. El ensamble generd un alto porcentaje

de transcritos con ORFs completos (16%) y casi completos (12,6%), pero sobre todo un
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alto porcentaje de transcritos que pudieron ser anotados funcionalmente (GO, dominios
proteicos, ademas de BlastX).

El transcriptoma obtenido a partir de xilema constituye el segundo reportado para
especies arboreas maderables de la familia lamiaceae, después del obtenido para teca
(Tectona grandis) por Galeano et al. (2015), en el caso de teca el transcriptoma estuvo
constituido por 462.260 transcritos, mientras que en el caso de G. arborea el
transcriptoma de referencia contiene 110.000 transcritos. Esta diferencia importante en
el nimero de transcritos puede deberse a multiples factores, desde la profundidad de la
secuenciacion, el programa y parametros de ensamble empleados, y por supuesto las
diferencias entre las especies. Sin embargo, es muy probable que los tipos, madurez y
variedad de tejidos de xilema empleados para construir la libreria para RNA-seq, sean
uno de los principales factores a considerar. En el caso de melina se utiliz6 anicamente
tejido proveniente de xilema secundario de tallo de arboles jovenes con la misma
madurez o edad, tejido considerado como madera en formaciéon temprana, mientras que
en el caso de T. grandis se utiliz6 material de diferentes edades y madurez, ademas de
material derivado de ramas. Li et al. (2010b), en un estudio comparativo de perfiles
transcriptdmicos de xilema en Pinus radiata en diferentes estaciones y de diferentes
edades, reportan una reorganizacibn completa de los perfiles transcriptébmicos en
madera segun la madurez o edad del arbol al igual que como consecuencia de las
variaciones estacionales, con una estrecha relacion en la amplitud de los cambios
transcriptomicos estacionales segun la madurez. Es probable que la mayor variedad de
tejidos y edades empleados para la obtencion del transcriptoma de xilema de teca haya
permitido a su vez un mayor cubrimiento de la variabilidad en dichos perfiles de expresion

y por ende en el nimero de transcritos.

Dentro de las categorias funcionales GO para funcion molecular, una de las mas
importantes fue union y catélisis. En la categoria de unidn se encuentran genes
relacionados con factores de transcripcion, de lo cual se deduce que esta funcion de
regulacion de la transcripcion es importante en el desarrollo de xilema en formacion,
como fue el caso para el material empleado en G. arborea, mientras que, en la categoria

de catalisis, se ve también reflejada la importancia de la activacion/regulacion de distintos
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procesos metabdlicos en este tejido. En las rutas metabodlicas KEGG, una de las mas
representada fue la via de los fenilpropanoides: estos metabolitos secundarios son
importantes para distintos procesos biolégicos como pigmentacion, proteccion contra
UV, o respuestas a organismos patdgenos y herbivoros entre otros (Voght 2010).
Ademas, en esta via también se sintetizan los monolignoles, componentes de los
polimeros de lignina, por lo cual los resultados obtenidos indican, como es de esperar,
una alta activacion de las vias para la formacion de lignina en xilema secundario y

madera en formacion.

En el transcriptoma obtenido se anotaron nueve de los 10 genes metabdlicos de la via
de los monolignoles; la mayor parte de estos genes constituyen familias, de las cuales
hacen parte diferentes miembros involucrados que pueden intervenir no sélo en la
sintesis de monolignoles en xilema secundario, sino en otros procesos de desarrollo,
como respuesta a estrés biodtico o abidtico (Yoon et al., 2015); en el caso de melina, se
evidencié una amplia representatividad de varios miembros de cada uno de estos genes
en el transcriptoma, indicando no so6lo una alta actividad en los procesos de desarrollo
de xilema y formacion de lignina, sino también una probable redundancia funcional a
nivel de estas reacciones metabdlicas; diversidad y redundancia funcional que merece

ser analizada con mas profundidad.

Se identificaron ademas distintos genes ortélogos de los reguladores involucrados en las
vias de biosintesis de pared celular secundaria principalmente en A thaliana. Dentro de
los factores de transcripcion encontrados, las familias con mayor numero de miembros
fueron C2H2 y CH3: estas familias de factores de transcripcion de tipo dedos de zinc
(zinc finger) han sido relacionadas en plantas con transduccién de sefiales hormonales
y distintos procesos de desarrollo y respuestas a estrés, por lo cual son comunes en
distintos tipos de tejidos, sin embargo sus miembros parecen tener funciones mas
especificas asociadas a un tejido o proceso de desarrollo particular, aspecto en el cual

aun hay mucho desconocimiento (Muthamilarasan et al., 2014).
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Las familias MYB y NAC también presentaron una alta representacion. Estas familias
estan igualmente involucradas en distintos procesos bioldégicos como respuestas a estrés
bidtico y abiotico, control del ciclo celular entre otras (Ambawat et al., 2013, Nuruzzaman
et al., 2013). En el caso del desarrollo de xilema secundario, actian como reguladores
“‘maestros” a distintos niveles, pudiendo identificarse tres niveles principales. El analisis
en la base de datos de A. thaliana, indicé la presencia de distintos miembros de estas
familias que han sido relacionados con la regulacion en la biosintesis de lignina y de otros
componentes de la pared celular secundaria: por ejemplo, en el caso de la familia NAC
se identificaron los factores SND2, VND7 y NST1 para los cuales se sabe ampliamente
gue son activadores de tercer y segundo nivel de toda la red de regulacién transcripcional
hasta ahora conocida (Nakano et al., 2015). Dentro de los factores de transcripcion MYB
se identificaron tanto activadores como represores. En el caso de los MYB de regulacion
de segundo y primer nivel se identificaron los factores MYB46, MYB61, MYB83, MYB103,
MYB52, MYB20, MYB63, MYB69 Y MYBS85: todos estos factores actian como
activadores especificamente de la sintesis de lignina, mientras que en el caso de los
represores fueron identificados MYB7 Y MYB4 que actian sobre las vias de sintesis de
todos los elementos de la pared celular secundaria (Kumar et al., 2016).

También se identificaron otros factores de transcripcion como KNAT7 que actia como
un represor de la sintesis de los diferentes componentes de la pared celular secundaria,
y BES1 relacionado con la activacion de los genes biosintéticos relacionados con la
sintesis de celulosas (Zhang et al., 2014, Kumar et al., 2016).

En varios de estos reguladores transcripcionales, especialmente en el caso de los
pertenecientes a la familia NAC se identificaron ORFs completos, por lo cual fue posible
realizar un analisis filogenético que indicé una alta relacion entre los factores de
transcripcion SND2 y NST1 con los reportados para otras especies, lo cual confirma su
identidad como ort6logos de la misma familia. En el caso del factor de transcripcion
anotado como VND7 de G. arborea, se identificd una baja relacién con respecto a otros
posibles ortoldgos, ademas en los andlisis de expresion diferencial realizados en melina,
se encontr6 que esté gen es reprimido en xilema en comparaciéon con tejido foliar,

contrario a lo encontrado en especies modelo, por lo cual se requiere realizar mas
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analisis tendientes a identificar con mayor claridad tanto su relacion filogenética con otras
especies, como su papel funcional en la regulacion de los procesos de desarrollo de

madera en melina.

4.4 .2 ldentificacién de SSRs

La identificacion de fuentes de polimorfismos genéticos como lo son los marcadores
SSRs, es relevante dentro de la caracterizacidon de un transcriptoma, puesto que, al estar
asociados con secuencias génicas expresadas, pueden ser utilizados en futuros estudios
de asociacion genotipo/fenotipo orientados a caracterizacion de bancos de germoplasma
y programas de fitomejoramiento.

El andlisis de marcadores SSRs en el transcriptoma de xilema de melina indic6 una
predominancia de los dinucleétidos AT y AG, lo cual concuerda con estudios realizados
para diferentes especies dicotiledéneas y gimnospermas; Ranade et al (2014), por
ejemplo revisaron la frecuencia de microsatélites para 17 especies de gimnospermas y
40 especies de angiospermas, teniendo en cuenta su distribucion en las regiones 5’ UTR,
ORF y 3'UTR, determinando que el motivo AT fue el mas comunmente encontrado en
general, mientras que el motivo AG representé el mas comudn en las regiones
codificantes.

En el caso de los trinucleétidos en el transcriptoma de xilema de melina, los mas
comunes fueron las repeticiones GAA/AGG (9,9%) y TTC/CCG (7.7%). Se ha reportado
gue los trinucleétidos son menos comunes que los dinucledtidos, sin embargo, pueden
tener un papel primordial al igual que los hexanucleétidos en las regiones codificantes
puesto que pueden mantener intactos los marcos de lectura (Merrit et al., 2015). EI motivo
AGG ha sido reportado como altamente frecuente en especies monocotiledéneas (Sonah
et al., 2011), mientras GAA ha sido identificado principalmente en regiones regulatorias
en A. thaliana (Zhang et al., 2006). Sin embargo, al margen de los patrones de ubicacion
y frecuencia de marcadores microsatélitales, se hace necesario identificar si estas
secuencias microsatelitales intragénicas encontradas en genes expresados en xilema,

son polimorficas en las colecciones existentes de melina gue mantienen varias empresas
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reforestadoras nacionales o regionales y si estos polimorfismos podrian asociarse con
alguna variacion fenotipica asociada con lignificacion o propiedades de madera, lo cual

requiere un gran numero de individuos, a su vez bien caracterizados fenotipicamente.

4.4.3 Anélisis de expresion diferencial

Con el fin de determinar genes mas especificamente relacionados con el desarrollo de
xilema y madera temprana en melina y su regulacion, se contrasté el perfil de expresion
génica en troncos jovenes de melina (xilema secundario) con el de hoja de los mismos
arboles. Para este analisis, se obtuvo un transcriptoma de referencia, el cuél se genero
utilizando las librerias RNA-seq de ambos tejidos. Este transcriptoma de referencia esta
conformado por 151.229 transcritos.

Al realizar el mapeo de las lecturas contra el transcriptoma se obtuvieron porcentajes de
alineamiento promedio del 95%, lo que indica una adecuada representacion de los
transcritos expresados en los dos tejidos en el transcriptoma.

El andlisis general de los patrones de expresion diferencial, evidencié que en el caso de
hojas, varios factores de transcripcion mayoritariamente expresados en este tejido y
reprimidos en xilema estuvieron relacionados con procesos de desarrollo de hojas y
fotomorfogénesis: por ejemplo algunos factores de transcripcidén de la familia KAN que
han sido relacionados con la identidad abaxial (Wu et al., 2008 ), algunos MYB-like
relacionados con senescencia foliar (Zhang et al.,, 2011) y ELF3 relacionado con
desarrollo y floracion (Song et al., 2014). De manera interesante, en el caso de xilema
fue mas evidente la activacidon significativa de genes relacionados con desarrollo de
pared celular, lo que concuerda con el estado de desarrollo o madurez de los arboles

analizados.

Especificamente, a nivel de la via de los fenilpropanoides, se presentaron patrones claros
de induccion en xilema de transcritos anotados como PAL, C4H, COMT y CCoAOMT.
Sin embargo, también se identificaron transcritos (algunos correspondientes a posibles
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variantes de los genes biosintéticos) expresados diferencialmente entre los dos tipos de
tejido.

Al respecto, existen reportes que indican el papel diferencial de los miembros de las
familias de genes biosintéticos de lignina de acuerdo al érgano de expresion. En el caso
del gen PAL, por ejemplo, en Arabidopsis se han reportado 4 variantes (PAL1, PAL2,
PAL3, PAL4) (Saito et al., 2013), al parecer todos ellos de importancia en el proceso de
biosintesis de lignina; sin embargo, en tabaco se ha indicado que PAL2 esta mas
relacionado con procesos de desarrollo en hojas y flores y viabilidad de polen (Yoon et
al., 2015). En el caso de Salvia miltiorrhiza los fenotipos mutantes de PAL1 muestran
enanismo, esterilidad y retardo en la formacion de raices y hojas alteradas (Song y
Wang., 2011). Para el caso de C4H, aunque en Arabidopsis s6lo se ha reportado una
forma del gen, algunos mutantes presentaron enanismo, androesterilidad y desarrollo de
protuberancias en las uniones de las ramas (Schilmiller et al., 2009), lo cual podria
demostrar el papel multifuncional de un mismo gen.

En el analisis RNA-seq de xilema de melina, se identificaron variantes Unicas para,
COMT y C4H significativamente expresadas en tallo, pero no en hoja, y para F5H y 4CL
expresadas en los dos tejidos, lo que no excluye la posible presencia de otras variantes
o multifuncionalidad de una misma variante miembro de una familia en otros tejidos o
procesos de desarrollo, o en otras edades o madurez de los arboles de melina.

En el caso de CCoAOMT se identificaron 2 posibles variantes (CCoAOMT1 vy
CCoAOMT?2). Varios miembros de este gen han sido reportados para distintas especies
como alfalfa, Zinnia sp, Arabidopsis, Acacia y maiz (Parvathi et al., 2001, Brenner et al.,
2010, Wills et al., 2013, Pang et al., 2014). En melina los resultados encontrados indican
gue los dos posibles miembros se expresan de manera significativa en xilema, lo que
concuerda con los estudios de Pang et al. (2014), quienes indican que CCoAOMT1 y
CCoAOMT?2 estan altamente relacionadas con procesos de lignificacion, aunque su

papel difiere en el estado de desarrollo del proceso.

Por otro lado, CCR encargada de convertir feruloil-CoA a coniferaldehido, presenta
también variantes con funciones distintas: en A. thaliana CCR1 se expresa en hojas,

flores y especialmente en tallos en procesos de lignificacion asociados con desarrollo,

132



mientras CCR2 se relaciona mas con respuesta y tolerancia a patégenos; en maiz el
ortélogo de CCR2 (ZmCCR?2) ha sido relacionado con procesos de aclimatacion de raiz
en condiciones de estrés hidrico (Tamasloukht et al., 2011). En xilema en formacion de
melina, el gen potencialmente predominante fue CCR1, lo cual indicaria un papel clave

de este en el proceso de lignificacion.

Con relacién a CAD, enzima que cataliza el altimo paso de la biosintesis de monolignoles
para la formacion de las formas alcohdlicas, se han reportado nueve formas distintas en
A. thaliana y 12 en Oryza sativa, varias de ellas con niveles de expresion diferenciales
entre distintos tipos de tejidos (Hirano et al.,, 2012; Yoon et al., 2015). De forma
interesante, en este estudio se identificaron cuatro posibles miembros distintos de CAD,
CAD3 expresado en tallo y CAD9 expresado en los dos tipos de tejido y otras dos
posibles variantes que no fueron especificamente identificadas pero que fueron
mayormente expresadas en hoja. En el caso de CAD9 ha sido relacionado
principalmente con procesos de lignificacion (Shen et al.,, 2013); sin embargo, la
expresion de algunos genes como CAD4 y CADS ha sido relacionada principalmente con
mecanismos de respuesta a estrés (Raes et al.,, 2003). Yoon et al. (2015), indican
ademas que en Arabidopsis algunas formas de CAD no se expresan 0 son poco
expresadas en los procesos de lignificacion, por lo cual su papel esta relacionado con
otros procesos bioldgicos en los que pueden intervenir otros productos derivados de la
via de los fenilpropanoides. En el caso de melina, la expresiéon tanto en tallo como en
hoja de CAD9 podria indicar un papel multifuncional de este gen, mientras que en el caso
de las dos variantes expresadas en hoja podrian representar formas encargadas de otras
funciones distintas a la lignificacién. Es interesante anotar que las dos variantes génicas
identificadas en melina podrian ser nuevos miembros nunca antes reportados y que

presentan expresion diferencial de acuerdo al tipo de 6érgano
En el andlisis de expresion diferencial en melina, se identific6 un Unico gen HCT

expresado significativamente en hoja. De acuerdo a Besseau et al. (2007), bajo ciertas

condiciones HCT puede tener un papel clave en la sintesis de flavonoides, por lo cual en
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melina la forma identificada de HCT puede estar mostrando este tipo de metabolismo en

hoja, expresandose en un nivel menor, pero suficiente en xilema.

Con relacion a los factores de transcripcion identificados en xilema de melina, se
expresaron diferencialmente en tallo, genes asociados a diferentes niveles de regulacion
de la via de los monolignoles segun lo descrito en especies modelo.

En el caso de los factores de transcripcion NAC, se observd un patron general de
activacion de la expresion significativa en tallo (xilema) de los genes NST1 y SND2,
mientras que el transcrito anotado como VND7 fue infraexpresado.

Tras analizar las relaciones filogenéticas del factor NST1 de melina con otros homdélogos
en distintas especies, los resultados obtenidos confirman que es un ortélogo del factor
NST1 de A. thaliana y podrian indicar un papel clave de NST1 en melina como regulador
“‘maestro” del desarrollo de la pared celular secundaria al estar involucrado en la
regulacion de la biosintesis de varios elementos de fibras de esclerénquima en tejidos
lefiosos, como se ha reportado para diferentes especies, como Arabidopsis o dlamo
(Mitsuda et al. 2007, Zhong y Ye 2015)

En el caso de VND7 aunque ha sido principalmente relacionado con procesos de
regulacion de la formacion de pared celular secundaria en vasos (Yang et al., 2013), su
baja expresion en tallo y mayor expresion en hoja evidenciadas en este estudio, podria
indicar que su papel puede ser dinamico, lo que también sugieren Mitsuda et al. (2007),
quienes afirman que aunque NST y VND son similares en su funcion pueden existir
algunas diferencias con relacion a la forma en la que funcionan durante el desarrollo de
la pared celular secundaria, siendo los factores NSTs mas constantes en sus patrones

de expresion y los VNDs mas cambiantes.

Sin embargo, estas interpretaciones deben tomarse con cuidado puesto que aun
permanece por aclarar la identidad especifica de este transcrito ya que en el analisis
filogenético fue el mas alejado con respecto a otros posibles homélogos, por lo cual se
hace necesario confirmar su identidad, verificar si existen paralogos del mismo en melina,

y por supuesto validar funcionalmente su papel en hojas y en xilema de melina.
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En el caso de la familia MYB fueron inducidos significativamente en tallo factores de
diferentes niveles de regulacion como MYB46, MYB61, MYB83 y MYB103 que son
blancos directos de NST1 y que a su vez regulan a otros factores como MYB52, y el
factor NAC SND2, relacionados con la regulacion directa de genes biosintéticos de la
pared celular secundaria, asi como de los represores MYB4, MYB7 Y MYB32 (Hussey
et al., 2013). Dentro de los MYB relacionados directamente con la regulacién de la
sintesis de lignina se indujeron significativamente también en tallo MYB20, MYB63,
MYB69 y MYB85, cuya asociacion con aspectos regulatorios en la formacion de pared
secundaria no ha sido aun reportada.

De manera interesante la expresion de los represores KNAT7 y MYB4 también fue
significativamente activada en xilema, lo que puede estar relacionado con el control

dinamico a lo largo de los procesos de desarrollo de la pared celular secundaria.

Estos resultados indican que, en la formacion temprana de madera en melina, una
especie maderable de muy rapido crecimiento, hay una expresion activa de una alta
cantidad y variedad de factores de transcripcion actuando simultaneamente a diferentes
niveles de control dentro de la red regulatoria transcripcional de las vias de sintesis de
elementos de la pared celular. Este estudio, aunque preliminar, fue realizado bajo
condiciones naturales de campo en donde se suman factores ambientales de tipo
abidtico (por ej. época seca) y biotico (por ej. presencia de herbivoros) por lo que deja
entrever la necesidad de estudios adicionales que permitan identificar los roles mas
especificos de los factores transcripcionales involucrados en esta compleja red
regulatoria, el papel o importancia de la posible redundancia funcional compartida por los
diferentes miembros/paralogos /isoformas asociados a cada factor, y su conexion tanto
con vias biosintéticas de desarrollo de madera como con otros procesos bioldgicos

diferentes.

4.4.4 Genes biosintéticos relacionados con otros elementos de la pared celular
secundaria

La formacion de las células xilematicas requiere de procesos coordinados de muerte

celular programada y sintesis de los distintos elementos que conforman la pared celular
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secundaria. Algunos de los genes que intervienen en estos procesos presentan patrones
de expresion altamente especificos. Este es el caso de los genes IRX (irregular xylem)
cuyas mutaciones afectan el desarrollo fenotipico a nivel de células xilematicas (Carpita
2015), como también de los genes PGSIP también conocidos como Gux que constituyen
un grupo de proteinas relacionados con sintesis de xilanos y cuya funcion ha sido
reportada como especifica durante la formacién de la pared celular secundaria (Rennie
et al., 2012). Los IRX estan relacionados con sintesis de celulosas y hemicelulosas,
IRX1, IRX3 e IRX5, por ejemplo, son proteinas CesA (también conocidas como CesA4,
CesA7 y CesAB8) especificamente expresadas en pared celular secundaria (Kumar et al.,
2015).

Genes como XCP1, XCP2 y VPE son claves en los procesos de muerte celular
programada de las células xileméaticas en desarrollo. XCP1 y XCP2 son proteasas de
cisteina parecidas a papaina (papain-like cystein protease), y se localizan dentro de las
vacuolas donde controlan la micro-autolisis y megaautolisis de los contenidos celulares
después de la ruptura del tonoplasto. Las VPES son cisteina- proteasas responsables de
la maduracion de las proteinas vacuolares. Por otro lado, en la regulacion especifica de
estos procesos han sido involucrados factores de transcripcion como VNI2 y XND1, este
ultimo reportado como un factor de transcripcion NAC que actua como regulador negativo
(Bollhoner et al., 2012).

En la polimerizacion de la lignina también se ha reportado la activacion especifica de
genes como LAC4, LAC1l1l, LAC1l7, LAC10 y LAC2. Estos genes presentan
caracteristicas comunes como la presencia de elementos AC en sus promotores que
permiten la identificacién por factores de transcripcion MYB especificos de las rutas de
regulacion de sintesis de lignina (Berthet y Debeaujon 2012).

Finalmente, aunque el papel de FLA11l es desconocido, estudios en Arabidopsis han
indicado su alta expresion durante la biosintesis de la pared celular secundaria (Kumar
et al., 2015).

En general, los resultados obtenidos en melina muestran para todos estos genes
patrones de expresion significativamente aumentados en xilema, lo que muestra la

activaciéon de procesos biosintéticos dirigidos a otros componentes de la pared celular
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secundaria distintos de la lignina, asi como la activacion de un programa de muerte
celular programada asociado con el desarrollo anatomico y funcional de este tejido con

funcién vascular.

No obstante, algunos elementos mostraron un patron distinto de expresion comparado
con lo reportado en especies modelo. En el caso de algunos transcritos anotados como
celulosas sintasas (CES), relacionadas con las sintesis de celulosas, y celulosas
sintasas-like (CSL) relacionadas con la sintesis de hemicelulosas, se presentd una
expresion significativamente baja en tallo. Probablemente esto se deba a algunas
diferencias en los tipos de celulasas y hemicelulosas que son expresadas de acuerdo al
tipo de pared celular, asi como a la etapa de desarrollo, teniendo en cuenta que este
estudio se realiz6 en xilema en formacién (madera “temprana”). En Arabidopsis, por
ejemplo, se ha demostrado que los genes CesAl, CesA2, CesA3, CesA5, CesA6 y
CesA9, son mayormente expresados en pared celular primaria (Endler y Persson 2011).
En arroz también se encontraron diferencias en los patrones de expresion de varias CesA
en diferentes tipos de tejido o pared (Wang et al., 2010). En Eucalyptus camaldulensis
también se ha reportado que existen algunas celulasas sintasas especificas EcCesAl,
EcCesA2 y EcCesA3 que se expresan con mayor preferencia de acuerdo al estado de
desarrollo del tallo (Huang et al., 2014).

En el caso de los genes celulosas sintasas-like relacionados con la sintesis de
hemicelulosas, la mayoria tuvieron una expresiéon predominante en hoja en melina; al
respecto Leuroxel et al. (2006) y Muthamilarasan et al. (2015), indican que estas
proteinas tienen un papel relevante en la sintesis de polisacaridos que no
necesariamente hacen parte de la matriz de hemicelulosas que componen la pared
secundaria. En adicion a estos aspectos, es probable una influencia adicional y
significativa de factores ambientales, por el hecho de que las muestras de xilema se
tomaron bajo condiciones de campo, hacia el medio dia (pico de temperatura) y en
estacion seca, por lo que no se puede descartar que estos factores alteren los patrones

de expresién en comparacion con estudios anteriores.
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4.4.5 Validacion de la expresion diferencial mediante gRT-PCR

Con el fin de validar los patrones de expresion indicados por el analisis de ARN-seq, se
seleccionaron varios genes metabolicos de la via de los fenilpropanoides y algunos
factores de transcripcion para analisis de expresion mediante gRT-PCR.

Como genes de referencia o calibradores se seleccionaron tres genes housekeeping
comunmente utilizados en diferentes estudios, y se utilizd el método AAct para la
obtencion de los valores de expresion relativa. Para poder comparar su estabilidad se
utilizé6 el programa Normfinder (Andersen et al, 2004). Este programa ha sido
ampliamente utilizado y se basa en el célculo y comparacion de estabilidad a partir de
variaciones de expresion génica intragrupo e intergrupo. Los analisis comparativos entre
los genes de referencia indicaron a ubiquitina5 (UBQ) como el de expresion mas estable.
Una vez seleccionado el gen de referencia se analizaron los cambios en la expresion
(Fold change) en los genes candidatos entre xilema y hoja, y se realizdé un analisis de
correlacion con respecto a los valores obtenidos a paritr de los datos transcriptdmicos
(Deseq).

En el caso de los genes COMT, CCoAOMT, 4CL, CCR y NST1, se encontré correlacion
entre los patrones de expresion diferencial arrojados por ambos métodos (en este caso
induccidn en xilema), al igual que para los genes CADL y HCT, mayormente expresados
en hoja y reprimidos en xilema.

Sin embargo, para otros genes como MYB85, PAL, CesA, FRA8 y PGSPI3, los
resultados fueron contrastantes, por lo que no se encontrd correlacion en los patrones.
Estos resultados pueden deberse a distintos factores, uno de los cuales puede ser el
procesamiento en el material para cada tipo de analisis, o también a los procesos de
normalizacion particulares a cada método, que limitan la capacidad de comparacion de
los cambios de expresion entre los dos. En el caso de gRT-PCR, por ejemplo, para la
normalizacion se utiliza un namero limitado de genes de referencia (en este estudio
ubiquitina), asumiendo que su expresion es constante en los dos tejidos analizados,
mientras que en el caso de los datos provenientes de RNA-seq la normalizacion se
realizd al emplear valores RPKMs, en la cual se tiene en cuenta la expresion
transcripcional global reflejada en el namero total de reads mapeados sobre el
transcriptoma de referencia. También se han reportado sesgos asociados con los
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diferentes pasos incluidos en la generacion de las librerias para RNA-seq, desde la
deplecion de ARNr por captura de los ARNm, hasta el fraccionamiento de los ARNm y
su amplificacién previa a la secuenciacion, ademas de los mismos procesos de filtrado,
procesamiento y ensamble de los reads previo al analisis Deseq, sesgos que se ven
representados en una baja correlacion en comparacion a otros metodos como gRT-PCR
(Tandonnet y Teixeira 2017). A su vez, el método qRT-PCR también introduce sus
propios sesgos a la hora de estimar expresion diferencial y que explicarian las diferencias
de correlacion entre genes para un mismo set de datos, como se evidencia en el presente
caso. Esto se debe en particular a posibles diferencias en la eficiencia de la amplificacion
entre un gen y otro la cual va dirigida a una secuencia muy particular y limitada del
transcrito. Este efecto o sesgo es mayor al emplear el método del Ct comparativo
empleado en esta validacion, por lo que serd necesario utilizar el método de curva

estandar que corrije las diferencias de eficiencia en la amplificacion entre distintos genes.

4.4.6 ldentificacion de microARNs

Después del proceso de limpieza, la distribuciéon de secuencias mostré un pico de mayor
longitud correspondiente a 24 nucleétidos que es normalmente identificado en diferentes
especies de plantas angiospermas como el de mayor diversidad (Axtell et al., 2013,
Pappas et al., 2015); es tipico también encontrar otro pico en 21 nucleétidos (Ong y
Wickneswari 2011, Pappas et al., 2015), sin embargo, en este estudio no se encontrd
claramente definido. De acuerdo con Axtell et al. (2013), aunque muchos microARNs
presentan longitudes de 21 nucleétidos también son comunes los de 22 y 23 nucledétidos,

lo cual se evidencio en la distribucion obtenida para melina.

Los microARNSs estan involucrados en distintos procesos bioldgicos, relacionados con
crecimiento, desarrollo, floracion y respuestas a estrés entre otros (Axtell et al., 2013). Al
realizar el analisis de microARNs maduros en el transcriptoma de referencia de xilema
de melina, se identificaron familias que han sido reportadas como conservadas a lo largo
de los distintos grupos de plantas, como la familia miR159, miR156, miR166, miR164,
miR168, miR172, miR394, miR396, miR160 y miR167; varias de ellas relacionadas con
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diferentes procesos de desarrollo en érganos vegetativos y reproductivos. Debido a que
las muestras provenian de xilema de arboles jovenes, la abundancia de estas familias
puede estar evidenciando procesos de desarrollo necesarios para la formacion de los
nuevos tejidos caracteristicos de pared secundaria o madera, varios de los cuales son
comunes con otros érganos de la planta, como la activacidbn meristematica, la expansion
y la diferenciacion celular.

La familia mas abundante encontrada fue miR169, est4 familia ha sido reportada como
una de las familias mas grandes de microARNs encontrada en plantas (Rathore et al.,
2016): en Arabidopsis miR169 agrupa 14 genes con cuatro isoformas maduras. Los
principales blancos de esta familia son genes que codifican la subunidad A del factor de
transcripcion nuclear Y (NF-Y), cuyo papel ha sido principalmente asociado a desarrollo,
aunque también se ha relacionado con procesos de respuesta a diferentes tipos de
estrés (Zhang et al., 2017).

Mirl56 también fue una familia altamente expresada en el xilema de melina; esta familia
esta relacionada con la regulacion de factores de transcripcion tipo SBP, lo cual se
confirmd en melina ya que se presentd una complementariedad del 100% entre el
microARN y su blanco. Su papel clave en procesos de desarrollo ha sido ampliamente
dilucidado en 6rganos como hoja y raiz principalmente en Arabidopsis (Yu et al., 2015),
por lo cual también puede estar relacionada con los procesos necesarios en la formacién

de madera en melina.

Dentro de las familias que han sido especificamente reportadas como relacionadas en la
formacion de elementos vasculares y desarrollo de xilema secundario, se encuentran
mirl66, mirl60, mirl64, miR156, miR172, miR159, miR168 (Ong y Wickneswari 2012,
Tang et al., 2016).

La anotacion funcional de los posibles blancos identificados, indico una predominancia
de factores de respuesta a auxina, y proteinas homeodomain-like, estos blancos se
asociaban principalmente a las familias miR160 y miR166 respectivamente, dentro de

las cuales se identificaron varios miembros, teniendo como caracteristica comun los
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genes blancos (anexo 3). Esta predominancia de genes blanco podria indicar un papel
relevante de este tipo de proteinas y de sus microARNs asociados en los procesos de

desarrollo de xilema secundario en melina.

En el caso de mirl66, se ha reportado que su papel es clave en los procesos de
desarrollo vascular y de pared celular secundaria (Ong y Wickneswari 2012). Diferentes
miembros de esta familia estan relacionados con la regulacion de proteinas de tipo
HDZIP Il como AtHB15, REVOLUTA (REV), AtHB8, PHAVOLUTA (PHV)/PHABULOSA
(PHB) (Ong y Wickneswari 2012, Du y Wang 2015). AtHB15 actlia como un represor de
factores de transcripcion NAC de tercer nivel de las vias de formacion de pared celular
secundaria, mientras REV al parecer esta relacionado con la activacion de los genes
metabdlicos relacionados con la sintesis de celulosas, hemicelulosas y lignina. De otro
lado AtHB8 y PHB/PHYV estan relacionados con el desarrollo del cambium vascular y de
la organizacion vascular respectivamente (Ramachandran et al., 2016, Du y Wang 2015).
En este estudio fueron identificados como blancos de mirl66 dos transcritos cuya
anotacion correspondié a proteinas de tipo REVOLUTA lo cual puede estar indicando
regulacion directamente con genes metabdlicos de sintesis de los distintos elementos de
la pared celular secundaria.

Una familia de microARNs estrechamente relacionada con miR166 es miR165, ya que
comparten el mismo tipo de genes blanco, proteinas de tipo HDZIP lll, por lo cual su
funcién también ha sido relacionada con regulacién en los procesos de desarrollo
vascular y formacion de pared celular secundaria (Du y Wang 2015). En el caso de melina
se determin6 una complementariedad del 100% de miR165 con su blanco, lo cual indica
gue probablemente su funcion en el tejido xilematico esta relacionada con la de miR166
actuando de manera complementaria en los procesos de formacion de madera en

melina.

Puesto que en la formacion de la madera existen varios procesos como por ejemplo la
actividad del cambium vascular y la diferenciacion celular de xilema en los cuales estan
involucradas moléculas de sefializaciébn como auxinas, citoquinas y etileno, microARNs

como los integrantes de la familia mirl60 podrian estar relacionados con la regulacion
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en este tipo de sefalizacion. En el caso de melina varios transcritos identificados como
blancos de mirl60, correspondieron a factores de respuesta auxinas, lo que coincide con
lo reportado para otras especies, ademas se determin6 que los blancos
predominantemente se expresaban en xilema, lo cual podria confirmar el papel relevante
de la sefalizacion por auxinas en los procesos de desarrollo de madera en melina.

En Populus trichocarpa se ha identificado que la regulacion de factores de respuesta a
auxina por miR160, puede ser importante dentro de los procesos de formacion vascular
y diferenciaciéon en xilema secundario (Robischon et al., 2011), por lo cual un patrén de

regulacion similar ejercido por miR160 podria presentarse en melina.

En el caso de la familia miR164 se ha reportado que sus blancos son proteinas NAM,
dentro de las cuales se encuentran factores de transcripcion de tipo NAC (Lima et al.,
2012, Fang et al., 2014, Tang et al., 2016). En melina también se identificaron estos
genes como potenciales blancos, y ademas se verificd que estos blancos se regulan
negativamente en xilema, indicando que su funcion es concordante con la identificada
para otras especies vegetales. Con relacién a su papel especifico en los procesos de
lignificacion, se ha reportado que NAC1 puede estar regulado por miR164, y el clivaje
del transcrito de NAC1 puede reducir la expresion de las sefales de auxina, regulando
por tanto los procesos de iniciacion y formacion de células meristematicas como en el
cambium vascular (Tang et al., 2016). En melina se determind que un transcrito blanco
de miR164 fue infraexpresado en xilema por lo cual miR164 podria estar relacionado con

su baja expresién en xilema.

Por otro lado, miR396 constituye una familia que también ha sido relacionada con
distintos procesos de desarrollo de 6rganos vegetativos y reproductivos, los blancos de
esta familia han sido identificados principalmente como factores de transcripcion GRF
(Growth regulating factors), su papel también ha sido dilucidado principalmente en el
desarrollo de hojas (Rodriguez et al., 2010). Wang et al. (2014) identificaron en A.
thaliana a un miembro de la familia miR396 (MiR396b) como posible regulador de Lac4,
una de las lacasas mas importantes en el proceso de polimerizacion de monolignoles,

en el caso de melina aunque mMiR396 fue una de las familias mas representativas y
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algunos miembros individuales fueron altamente expresados, no fue posible identificar
su blanco, por lo cual su papel en esta especie y su relacién con la regulacion en los

procesos de lignificacién permanece por ser dilucidado.

Mirl59 es una familia de miARNSs altamente conservados a través de diferentes grupos
de plantas, sus blancos han sido principalmente asociados con factores de trancripcion
MYB. Ong y Wickneswari (2011), encontraron que esta familia present6 cambios
significativos en su expresion en muestras de Acacia mangium con diferentes contenidos
de lignina. Sin embargo, su papel preciso en la regulacion de las vias de sintesis de
pared celular secundaria y desarrollo de madera ain no ha sido dilucidado. En melina,
el blanco de miR159 no fue identificado, sin embargo, esta familia fue una de las més
representativas por lo cual es probable que exista un papel de regulacién de estos

microARNSs en los procesos de formacién de madera.

Wong et al (2011), indican, ademas, que miembros de las familias miR170, miR172 y
miR319 podrian estar directamente involucrados en la regulaciéon de la via de los
fenilpropanoides y la biosintesis de hemicelulosas, debido a que identificaron
respectivamente como potenciales blancos genes como flavonol-sintasa-like, xiloglucano
fucosiltransferasa y glucano sintasa-like. En el caso de melina, no se identificaron
blancos relacionados especificamente con genes biosintéticos de elementos de la pared
celular secundaria, no obstante, dentro de los microARNSs identificados como altamente
expresados, se determind que miR4993 podria estar relacionado con la regulacion de
las vias de lignificacion ya que uno de sus potenciales blancos se identificO como una
proteina citocromo P50. Sin embargo, para este mismo microARN también se
identificaron otros posibles blancos como cupredoxina o factores de respuesta a auxina
(anexo 3), lo que podria indicar un papel multifuncional de este microARN. Al respecto,
Zhang et al. (2016), en un estudio transcriptdmico en pera, reportan para esta misma
familia 707 blancos distintos, indicando una posible expansion de funciones regulatorias
de estos microARNs relacionada con necesidades de soportar diferentes procesos

fisioldgicos y reproductivos.
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En resumen, en este trabajo se reportan por primera vez posibles miARNs exresados en
xilema de melina. microARNs como miR160, miR164, miR165/miR166 y miR156 pueden
estar cumpliendo un papel relevante en los procesos de formacion de madera en G.
arborea, varios de ellos influyendo en el desarrollo del tejido xilematico como en el caso
de miR160 y miR156, y otros en la regulacion de elementos reguladores de las rutas de
sintesis de los diferentes elementos de la pared celular secundaria como en el caso de
miR164 y miR166/miR165. No obstante, la verificacion de la funcién exacta de estos
microARNs y la confirmacion de sus posibles blancos predichos, requerird de

experimentos adicionales que permitan su validacion.

4.4.7 Modelo general genético para la regulacion de la formacién de madera en
Gmelina arborea.

De acuerdo a los resultados encontrados se propone un modelo de activacién génica y
regulacion por factores de transcripcién y microRNAs en Gmelina arborea (figura 4.22).

Dentro de los factores de transcripciéon reguladores de tercer nivel se encuentran los
factores NST1 y VND7, que a su vez activan principalmente factores MYB de segundo
nivel como MYB46, MYB83 y MYB61, MYB103 y SND2. Estos factores son los
responsables de la activacion de genes reguladores de la sintesis de pared celular
secundaria como MYB103 y SND2, como de genes que activan directamene a los genes
responsables de la regulacion del proceso de lignificacion como MYB63, MYB69, MYB20
y MYB85. Por otro lado, también hacen parte de la red regulatoria represores como
KNAT7 que actua directamente inhibiendo la expresion de los genes metabdlicos
relacionados con lignificacion, y MYB4 y MYB7 ge actlan inhibiendo la expresion de los
reguladores “master” NST1 y VND7.

Otros factores de transcripcion como SND2, MYB52 y BES1, estan relacionados con la

activacion directa de otros componentes de la pared celular secundaria.
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Con relacién a los microARNSs, se propone un papel clave de miR165/166 en la expresion
de factores de transcripcion REVOLUTA, mientras que mirl60 actua sobre factores de
respuesta a auxina y miR156 sobre factores de transcripcion SBP, todos estos factores

acttan sobre el desarrollo y diferenciacion de xilema.

" NST1  VND7
}

MYB4 'MYB46 MYB83 MYB61 MYB103
MYB7 - I

\ SND2 MYB52 —

MYB63 MYB69 MYB20 MYBS85
KNAT7 BES1
Mir160 N Fact‘ores de respuestaa .
auxinas Genes biosintéticos de lignina Celulosas
. . . FaCYOI'ES de traﬂSCI‘ipCién Pared cefu!arsecl‘ndan'a HemICE|U|OSBS
Mirl65/Mir166 REVOLUTA
Mir156 -~ Factoresde transcripcion SBP DESARROLLO Y DIFERENCIACION DE XILEMA

Figura 4. 22. Modelo general de la regulacion genética de la biosintesis de lignina en Gmelina
arborea. Se presentan los factores de transcripcion y microRNAs, relacionados con la regulacién de los
genes involucrados en la formacién de la pared celular secundaria y el desarrollo y diferenciacion de xilema.
En verde se presentan las vias de activacion, y en rojo las vias de represion por diferentes factores de
transcripcion; en azul los microRNASs relacionados con el desarrollo y diferenciacién de xilema.
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4.5 CONCLUSIONES

Se obtuvo por primera vez un transcriptoma representativo de xilema secundario en la
especie Gmelina arborea, permitiendo identificar los principales genes relacionados con
la biosintesis de lignina y otros componentes de la pared celular secundaria, asi como

los principales factores de transcripcion potencialmente impicados en su regulacion.

Los andlisis de expresion diferencial indicaron que en el tejido xilemético en formacion
se presenta una activacion significativa y alta tanto de genes relacionados con vias de
lignificacion y sintesis de otros componentes de la pared secundaria y su regulacion, asi
como con muerte celular programada, procesos claves para el desarrollo temprano de la

madera en Gmelina arborea.

Se obtuvo un catadlogo de marcadores microsatélitales intragénicos potencialmente
asociados a los procesos de desarrollo de madera, que pueden ser utiles en el
establecimiento futuro de estrategias de seleccion asistida por marcadores para
caracteristicas de interés relacionadas con formacion de lignina, madera o pared

secundaria en esta especie maderable de importancia econdmica en el tropico.

Se validaron los patrones de expresion de siete genes involucrados en la biosintesis y
regulacion de la formacién de lignina y otros que probablemente tienen funciones

asociadas dentro de la via general de los fenilpropanoides.
Los distintos analisis indicaron un papel relevante de diferentes factores de transcripcién

de los cuales se destaca NST1 como potencial activador principal de las vias de

regulacion transcripcional del desarrollo de xilema secundario en Gmelina arborea.
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Se obtuvo adicionalmente un perfil de microARNs expresado en xilema secundario y sus
blancos potenciales, que complementa la informacion sobre elementos reguladores de
las vias de lignificacion y desarrollo de xilema secundario en melina, y que conjuntamente
constituyen importantes blancos de accion para investigaciones futuras en melina que
busquen mejorar caracteristicas asociadas con propiedades de madera o biomasa

lignocelulésica, en funcion del uso industrial buscado.
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5 DISCUSION Y PERSPECTIVAS FINALES

Lignificacion y estrés hidrico.

De acuerdo a los datos encontrados en este estudio varios genes relacionados con las
vias de lignificacion presentaron cambios de expresion significativos en plantas de melina
sometidas a estrés hidrico, lo cual constituye una evidencia de cambios en los patrones
de sintesis y regulacion de las vias de lignificacion y por ende en el desarrollo de la
madera y de las propiedades de la misma en respuesta al estrés.

Al respecto, existen varios reportes que indican que el estrés hidrico modifica la
expresion de los genes de pared celular cambiando su estructura y patrones de
lignificacion. El efecto varia dependiendo de la intensidad, el periodo de estrés y el nivel
de tolerancia de la planta, sin embargo, aunque si se evidencia una conexion entre el
aumento de la lignificacién de la pared primaria y secundaria de las plantas y la respuesta
a estrés bidtico (formacion de calosa para impedir el avance del patégeno), no es claro
aun el papel de este aumento en la lignificacion observado en respuesta a deficit hidrico
(Cabane et al., 2012), si bien aparte de posibles efectos para mitigar la
evapotranspiracion, podrian tambien haber efectos de regulacién de la temperatura

interna de las plantas.

En un estudio de la composicidon de proteinas y metabolitos en savia de xilema
proveniente de plantas de maiz sometidas a estrés hidrico, se observé que las plantas
reducian la biosintesis de lignina en hojas y raiz, puesto que se encontraba acumulacion
de sus sustratos en la savia (Alvarez et al., 2008). En otro estudio realizado también con
maiz, se analizo el proteoma de hojas de lineas susceptibles y tolerantes a estrés hidrico
después del tratamiento con polietilenglicol, observandose que en los primeros periodos
de estrés habia una reduccion de la expresion de las enzimas de la via de lignificacion,
pero que posteriormente se incrementaba en lineas tolerantes (Hu et al., 2009). En un
analisis protedmico realizado por Yoshimura et al. (2008), en Citrullus lanatus, también
se encontré el aumento de la expresion de enzimas involucradas en la via de los
fenilpropanoides como caffeoil-CoA y 3-o-methyl transferasa, cruciales para la sintesis

de mognolignoles. En Trifolium repens se observé incremento en la biosintesis de lignina
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acompanado por reduccion en el crecimiento de las plantas. Los autores reportaron
incremento en la actividad de las enzimas PAL y ascorbato peroxidasa durante los
primeros estados de estrés, pero con reduccion progresiva a lo largo del tiempo (Lee et
al., 2007).

Sin embargo, para poder dilucidar adecuadamente esta hipotesis, es necesario realizar
experimentos conducentes a validar los datos bioinformaticos encontrados mediante
técnicas como qRT-PCR, Western Blot o fusiones proteicas a reporteros, asi como
actividades enzimaticas respectivas, lo cual podra determinar con mas claridad como el
estrés hidrico modifica los patrones de lignificacion en Gmelina arborea y en

consecuencia las propiedades de la madera.

Estos experimentos también seran claves en la identificacion de genes candidatos que
puedan ser utilizados en procesos de mejoramiento genético tendientes a obtener
variedades de melina con mayor tolerancia a estrés hidrico. Al respecto, genes
reguladores de las vias de respuesta a estrés como factores de transcripcion DREB han
sido utilizados en transformacion genética de especies como arroz (Hussain et al.,2014),
lino (Tawfik et al., 2016) y frijol (Gurel et al., 2016). Otros factores de transcripciéon
utilizados en procesos de transformacion de distintas especies vegetales incluyen
miembros de la familia MYB, WRKY y genes metabdlicos como proteinas LEA (David et
al., 2016)

Validacién funcional y aplicaciones biotecnolégicas de los genes relacionados con

sintesis y regulacién de las vias de lignificacion.

La biomasa lignoceluldsica es rica en polisacaridos que son de interés para distintas
aplicaciones, como por ejemplo para la obtencion de biocombustibles, pulpa de papel o
uso como forraje. Sin embargo, la presencia de lignina limita el acceso a los polisacéaridos

de interés, por lo cual desde hace varios afios se adelantan investigaciones en diferentes
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especies tendientes a entender los procesos de lignificacion de manera que los patrones
de deposicion de este polimero puedan ser modificados.

Al respecto, ya existen numerosos reportes sobre las modificaciones en distintos genes
biosintéticos y reguladores de la via de los monolignoles realizadas con el fin de validar
funcionalmente los genes y también de obtener fenotipos de interés agricola o industrial.
En &lamo (P. Trichocarpa), por ejemplo, la inhibicion de la expresion del gen CHS3,
utiizando ARN interferente produjo lineas transgénicas que pueden producir un
porcentaje mas alto de celulosa en comparacion con lineas no transformadas, lo que
gener6 aumento en los rendimientos de obtencidbn de derivados de bioetanol,
potencializando su uso como fuente de biocombustibles. La produccién de pulpa para
procesos fermentativos o para papel también ha sido mejorada por supresion de genes
de la via como CCoAOMT, CCR y CAD (Mansfield et al., 2012).

En plantas como alfalfa, y maiz se han realizado supresiones de genes con el fin de
reducir el contenido de lignina y observar su grado de digestibilidad como forraje. Asi, se
reportaron gran numero de modificaciones en PAL, C4H, HCT, CCoAOMT, COMT y CAD
gue contribuyeron a incrementar la digestibilidad de estos cultivos (Li et al, 2008).

Las lacasas también han sido objeto de modificaciones con el mismo fin: se ha reportado
en Brachypodium distachyon que una mutacion en LAC5, reduce en un 10% el contenido
de lignina y modifica la proporcibn S/G, mostrando una mayor eficiencia de
sacarificacion, por lo cual pueden ser blancos interesantes para mejorar propiedades de

la biomasa destinada a otros usos industriales (Wang et al., 2015)

El mejoramiento biotecndlogico destinado a modificar la composicion de lignina y
potencializar otros destinos de la biomasa lignocelulésica no solo se ha logrado
modificando genes metabdlicos, sino también genes reguladores de las vias de
lignificacion: por ejemplo, en Eucalyptus grandis la modificacion (silenciamiento) de un
factor de transcripcion MYB (EgMYB1) redujo la cantidad de lignina, celulosas y
hemicelulosas (Legay et al., 2010). En pasto varilla una modificacion en MYB4 que actua

como represor, redujo el contenido de lignina y aumentd hasta en un 250% la eficiencia
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de la sacarificacion (Shen et al., 2013). En el caso del factor de transcripcion NST1,
también se han reportado modificaciones tendientes a reducir el contenido de lignina, por
ejemplo, Yang et al. (2013), obtuvieron lineas de Arabidopsis silenciadas en este factor,
logrando reducir el contenido de lignina e incrementando el espesor de la pared celular
en fibras, sin alterar el desarrollo vegetal. Aparte de los factores de transcripcion, otros
elementos reguladores como los microARNs relacionados con la regulacion de la
lignificacion también han sido objeto de modificacion, por ejemplo, la sobreexpresion de
miR397 en Populus redujo el contenido de lignina sin afectar la expresion de los genes

de la via de los monolignoles (Lu et al., 2013).

Estas diversas investigaciones de caracter mas aplicado constituyen pruebas de
concepto de como el conocimiento basico y las aproximaciones de gendémica funcional
pueden contribuir a desarrollos biotecnolédgicos derivados de plantas, y afiaden un valor
adicional al recurso gendmico desarrollado en el marco de esta investigacion: en melina,
se identificaron varios genes con gran potencial como blancos de modificaciones, tanto
para su validacién funcional como para posibles aplicaciones biotecnolégicas. NST1, por
ejemplo, es un regulador principal potencial (de tercer nivel 0 mayor jerarquia en la
cascada de regulacion transcripcional) que podria contribuir en activar toda la red de
regulacién transcripcional relacionada con desarrollo de pared secundaria y lignificacion.
Este gen identificado por primera vez en melina cuenta con su secuencia codificante
(ORF) completa, por lo cual puede ser utilizado tanto para procesos de mejoramiento
biotecnolégico (sobreexpresion en lineas transgénicas), como en diversos experimentos
de validacion funcional (expresion transitoria o purificacion de la proteina para ensayos
in vitro de interaccién proteina /ADN) en fase de inicio en el grupo de investigaciéon. Otros
genes como SND2 y VND7 también pueden ser interesantes de evaluar a profundidad,
en el caso de VND7 la validacion funcional permitird aclarar su funcion y patron de

expresion atipico en los procesos de sintesis de pared celular secundaria en melina.

De otro lado, otros dos genes identificados como PAL y CAD también cuentan con
secuencias codificantes completas y debido a que constituyen el inicio y el final de la ruta

de los monolignoles, constituyen candidatos clave para ser modificados con el fin de

151



observar los posibles cambios a nivel fenotipico que pueden ocurrir por su infra o

sobreexpresion en melina.

Finalmente, la identificacion de posibles microARNs como miR160, miR156 y miR165,
también ofrece una oportunidad interesante de validacion a corto plazo mediante sobre
o infraexpresion, debido a que presentan una alta complementariedad con sus posibles

blancos y a su posible papel clave en las vias de lignificacion.

Gran parte de estas investigaciones y validaciones experimentales de los genes
candidatos requieren del desarrollo de métodos de transformacion genética en melina,
los cudles no existen alun para esta especie y no se pudieron desarrollar completamente
en el marco de esta investigacion doctoral. Sin embargo en el grupo de Biologia de
plantas y sistemas productivos de la Universidad Javeriana, se vienen realizando
investigaciones encaminadas a establecer protocolos de transformacion genética en
melina: Gamarra (2014), logré optimizar un protocolo de regeneracion in vitro de melina
con obtencion de brotes mutiples a partir de nudos cotiledonares, asi como un protocolo
para la obtencion de protoplastos que deberian permitir proximos desarrollos de
transformacion genética estable en melina; Grueso A. (sin publicar) se encuentra
optimizando ensayos de transformacién y expresion transitoria utilizando Agrobacterium
tumefaciens, que facilitaran parte de las validaciones funcionales de los factores de
transcripcion y microARNs identificados en esta investigacion. Por lo cual, se espera
gue en el corto plazo se cuente con algunas herramientas claves de genética inversa
para la evaluacion de genes candidatos importantes en los procesos de respuesta a
estrés hidrico y formacion de pared secundaria en melina, y que contribuyan a
aprovechar el recurso gendmico generado en esta investigacion y aumentar

significativamente el conocimiento bioldgico en esta especie maderable tropical.
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6 ANEXOS.

6.1 ANEXO 1. Figuras y tablas suplementarias del capitulo 3.

Figura Al. Verificacion en gel de agarosa al 1% de la integridad de los ARNs obtenidos a partir de tallo y

hoja de melina.

Tabla Al. Cambios de expresién logaritmica en transcritos identificados como genes biosintéticos de la

via de los monolignoles

BinName transcript id Log2FC
Possible CAD1 c71332 g2 i1 | -14.933
Possible CAD9 c71602 gl i1 -9.024
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin

biosynthesis.CAD9 c71602 gl i2 -8.995
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin

biosynthesis.HCT c109271 g1 i1| -8.801
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin

biosynthesis.HCT c70061 gl il -8.789
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin

biosynthesis.HCT 62573 g3 il -8.009
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin

biosynthesis.F5H c66771 gl il -7.894
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin

biosynthesis.HCT c77088 g3 il -7.696
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin

biosynthesis.CAD9 109543 gl il| -7.567
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secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.HCT c73838 gl i2 -7.461
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.HCT 62573 gl il -7.455
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.4CL c63715 gl i2 -7.327
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.F5H c56460 gl i2 -7.305
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.4CL2 €39906 gl i1 -7.244
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.4CL2 108835 g1 il| -7.029
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.HCT c77088 gl il -6.896
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.CAD c53769 g2 il -6.878
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.4CL c63715 gl i1 -6.772
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.HCT 79249 gl i1 -6.613
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.CAD c58174 gl i4 -6.571
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.CAD c58174 gl il -6.39
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.F5H c76126 gl i2 -6.382
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.HCT 61579 gl il -6.165
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.CAD c51447 gl il -5.648
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.4CL 29289 gl il -5.624
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.F5H c56460 gl il -5.561
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.F5H c76300 gl il -5.346
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.CCR1 c55513 gl i1 -5.035
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.CAD 61123 g2 il -4.808
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.CCR1 c55513 gl i2 -4.711
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.CAD c47766 gl il -4.665
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.F5H c75980 g2 il -4.535
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secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.F5H c76300 gl i2 -4.517
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.CAD c73650 g2 il -4.346
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.F5H 32009 gl i1 -3.928
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.CAD c73650 g3 il -3.643
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.F5H €c76126 gl il -3.543
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.4CL c60608 gl il -3.314
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.4CL 62562 gl i3 -3.189
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.HCT c77088 gl i3 -3.076
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.CAD c76735 g2 il -3.058
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.4CL 62562 gl il -2.821
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.4CL 66329 gl i4 -2.8
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.4CL 62562 gl i2 -2.776
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.4CL c60608 gl i2 -2.498
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.CAD 66362 g3 i3 -2.37
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.4CL 66329 gl i3 -2.339
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.CAD 66362 g3 il -2.327
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.CCR1 c74352 gl i3 -2.309
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.CAD 66362 g3 i2 -2.274
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.CAD c43829 gl il -2.241
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.4CL 66329 gl i6 -2.209
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.CCR1 c66116 gl il 2.027
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.CAD9 c60008 gl il 2.422
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.CCR1 c30279 gl i1 2.753
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secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.F5H c36457 gl il 3.014
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.F5H 69916 gl i2 3.025
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. COMT c10441 gl i1 3.219
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.C4H c70489 gl i1 3.255
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.PAL1 104342 gl i1 3.333
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. COMT c74845 gl i2 3.374
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. COMT c5769 gl il 3.472
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. COMT c55031 gl i1 3.52
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. CCOAOMT 65500 gl i1 3.73
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. CCOAOMT 65500 gl i1 3.73
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.PAL c55158 gl il 4.077
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.F5H c15115 gl i1 4.091
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. COMT c74845 gl il 4.124
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.CAD c45562 gl il 4.284
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. CCOAOMT c55602 gl il 4.335
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. CCoOAOMT c55602 gl il 4.335
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.4CL c42987 gl il 4.507
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. CCOAOMT c55602 gl i2 4.682
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. CCOAOMT c55602 gl i2 4.682
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. CCOAOMT 29283 gl i2 4.743
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. CCOAOMT 29283 gl i2 4.743
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.C4H c85714 gl i1 4.814
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.CCR1 26059 gl il 4.821
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secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.4CL c58743 gl il 4.961
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. CCOAOMT 63640 gl i2 5.037
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. CCOAOMT 63640 gl i2 5.037
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.F5H 69916 gl il 5.04
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.PAL c407 gl i1 5.117
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. CCOAOMT 63640 gl il 5.167
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. CCOAOMT 63640 gl il 5.167
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.CAD c65517 gl i1 5.383
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. CCOAOMT c60308 gl i7 6.067
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. CCOAOMT c60308 gl i7 6.067
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. CCOAOMT c60308 gl i6 6.282
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. CCOAOMT 60308 gl i6 6.282
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. CCOAOMT 60308 gl i5 6.39
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. CCOAOMT 60308 gl i5 6.39
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. CCOAOMT 60308 gl i2 6.392
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. CCoOAOMT c60308 gl i2 6.392
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. CCoOAOMT c60308 g1 i3 6.398
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. CCOAOMT c60308 g1 i3 6.398
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.PAL c71567 gl il 6.47
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. CCOAOMT c60308 gl il 6.478
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. CCOAOMT 60308 gl il 6.478
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. CCOAOMT 60308 gl i4 6.479
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. CCOAOMT 60308 gl i4 6.479

169



secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.CAD c94435 gl il 6.529
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.PAL c71567 gl i2 6.556
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. CCOAOMT c60308 gl i8 6.59
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. CCOAOMT c60308 gl i8 6.59
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. COMT c71587 gl i2 6.703
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. CCOAOMT 63640 g2 il 10.233
secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis. CCOAOMT 63640 g2 il 10.233

Tabla A2. Cambios de expresion logaritmica en factores de transcripcién identificados en la libreria de

transcritos diferencialmente expresados.

Familia Factor de | Log2FC_DE.xls
transcripcion

MYB MYB1 2.577
MYB1 9.898
MYB1 8.928
MYB1 8.827
MYB101 3.697
MYB103 9.119
MYB103 8.786
MYB103 8.805
MYB108 3.606
MYB20 3.508
MYB305 2.563
MYB32 2472
MYB4 2.659
MYB4 2.118
MYB4 3.304
MYB43 2.034
MYB48 5.28
MYB48 4.497
MYB48 4.437
MYB48 4.471
MYB48 4.611
MYB5 5.506
MYB5 5.333
MYB5 3.839
MYB52 7.783
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MYB53 4.652
MYB54 11.706
MYB54 11.122
MYB61 2.568
MYB61 4.975
MYB61 5.008
MYB61 4.765
MYB62 2.89
MYB66 5.634
MYB68 5.054
MYB78 4.326
MYB83 4.155
MYB83 6.184
MYB84 4.13
MYB85 6.361
MYB86 3.668
MYB86 3.347
MYB88 4.026
MYB93 2.838
MYB16 -6.35
MYB97 -3.96
MYB111 -5.551
MYB73 -4.02
MYB76 -2.784
MYBR1 -2.349
MYB40 -4.12
MYB40 -3.374
MYB16 -6.635
MYB15 -7.282
MYB63 -7.098
MYB15 -7.374
MYB96 -9.301
MYB96 -8.996
MYB3 -2.069
MYB94 -4.463
MYB94 -2.613
MYB102 -8.392
MYB103 -3.719
MYB103 -3.874
MYB17 -9.558
MYB12 -5.424
MYB12 -4.211
MYB117 -3.881
MYB54 -4.094
MYB17 -2.431
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MYB17 -2.586
MYB17 -4.522
MYB17 -2.922
NAC NAC74 6.366
NAC74 6.328
NAC74 5.213
NAC74 2.966
NAC14 2.074
RD26 -2.398
NAC1 -2.814
VND7 -3.3
NAC1 -4.042
NAC1 -4.294
NAC42 -4.987
NAC61 -6.16
NACG61 -6.409
Homeobox | KNAP2 13.926
KNAP2 13.626
(atlg52150 5.362
218.0)
(atlg52150 5.223
211.0)
(atlg52150 5.115
86.3)

KNAT6 5.052
(atlg52150 4.873
109.0)

(atlg52150 4.75
295.0)

(atlg52150 4.446
123.0)

blh8 4.428
(atlg52150 4.327
1404.0)

blh8 4.296
HAT22 2.265
HAT22 2.151
KNAT7 2.062
HB-1 2.38
HAT22 2.265
HAT22 2.151
HB7 -2.192
(KNAP3) -2.734
ATHB13 -2.736
BLH2 -2.804
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HD1 -3.097
KNAT3 -3.485
BEL1-LIKE -3.684
BEL1-LIKE -3.685
HB52 -5.13
BLH2 -5.191
GLABROUS 12 | -5.645
BEL1 -5.906
GLABROUS 11 | -6.459
ATH1 -7
ANL2 -7.941
HB7 -8.157
HB2 -8.169
ATH1 -8.585
HD-GLABRAZ2 | -9.574
HD-GLABRA3 | -9.742
HD-GLABRA4 | -9.899
BLH2 -10.208
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Figura A2. Amplificacion de los genes de referencia y candidatos seleccionados para el andlisis de qPCR.
En total se evaluaron 17 genes a 3 temperaturas de alineaminento:56, 58 y 60°C. Se evaluaron 3 genes
de referencia (UBQ5, HIS3, BTUB) correspondientes a los numeros 1, 2 y 3, y los diferentes genes
candidatos: PAL, 4CL, COMT, CCoAOMT, HCT, CCR, CADx, CADL, LAC17, CESA, PPGSIP3, MYB85 y
NSTL1. De acuerdo a estos resultados se eliminaron del andlisis de gPCR los genes CADx y LAC17.
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Figura A3. Curvas de fusién para los 3 genes de referencia seleccionadosf tubulina (B-tub), Ubiquitina 5
(Ubq) e histona 3(His3). Las 3 curvas corresponden a tres réplicas técnicas independientes.

Tabla A3. Valores promedio de expresion Cty desviacidn estandar para los diferentes genes de referencia
de acuerdo al tipo de tejido.

Gen/tejido Valor promedio Ct | Desviacion estandar
B-tub/tallo 29.5 0.19

B-tub/hoja 25.5 0.24

Ubg/tallo 25.4 0.3

Ubg/hoja 23.9 0.26

His3/tallo 37.3 1.71

His3/hoja 38.2 2.40
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Figura A4. Gréfico de cajas representando los cuartiles 25, 50 y 75 de los valores de expresion Ct.

También se presentan los valores promedio y extremos.
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Figura A.5. Curvas de fusion obtenidas para los genes candidatosPAL, 4CL, CADI, CES, COMT,
CCoAOMT, NST1, FRAS8, HCT, MYB85, CCR, PGSIP3.
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Tabla A4. Valores promedio Ct, ACT, AACT y cambio en la expresion génica para cada uno de los genes
candidatos de acuerdo al tipo de tejido.

Gen Expresion | Expresion | ACt ACt AACT | Cambio en la
promedio promedio promedi | promedi expresion
tallo hoja o tallo 0 hoja

MYB85 30+0.98 |28+0.9 4.68 4.12 055 |0.71+£0.08

COMT 32+0.16 |33.7+12 |6.6 9.78 -3.16 [14.35+2.2

PAL 31.2+0.35|289+1.2 |5.79 5.03 0.76 |0.77+£0.16

4CL 25.5+0,25 |1 25.9+1.03 | 0.11 2.05 -1.94 | 4.22+£0.63

CCoAOM |28.98+0.5 | 31.06 + | 3.58 7.15 -3.57 |7.58+0.76

T 0.84

HCT 33.45 +|27.90 8.05 3.99 4 0.06 + 0.009
0.21 +0.59

CES 32.79 +|28.50 +|7.38 4.60 2.78 |0.23+£0.06
0.94 0.82

CADI 34.79 +|24.23 +19.39 0.33 9 0.001 +
0.45 0.14 0.0002

CCR 26.83 + | 26.69 +|1.43 2.79 -1.36 |2.56 £0.02
0.32 0.33

FRA8 30.99 +|27.39+1.0 | 5.59 3.49 2.1 0.40+0.13
0.88

PGSIP3 33.33 +28.99+1.0|7.93 5.08 2.84 |0.23+0.17
0.91

NST1 37.04£0.3 | 39.22 +|11.64 15.31 -3.67 |5.97£0.87

2.33
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Tabla A5. Comparacion entre los valores de cambio logaritmico en la expresion por gPCR y RNA-seq para
los diferentes genes candidatos.

Log2FC

Gen log2FC gPCR | RNA-seq

MYB85 -0.48 6.36
COMT 3.84 4
PAL -0.36 6.47
4CL 2.08 4.5
CCOAMT 2.92 5.16
HCT -3.86 -8
CESA -2.10 2
CAD -9.00 -14.93
CCR 1.36 2
FRAS8 -1.29 3
PGSIP3 -2.12 6.47
NST1 2.58 2.44

Tabla A6. MicroARNSs y blancos putativos identificados en tejido xilemético de Gmelina arborea

MicroAR

N target Annotation

gma- c10501 g

miR4993 |1 il AlIG2-like

mes- c37980_g

miR160h |1 il Auxin_response_factor
mes- c46324 ¢

miR160h |1 il Auxin_response_factor
mes- c46324 ¢

miR160h |2 il Auxin_response_factor
mes- c46324 ¢

miR160h |2 i2 Auxin_response_factor
mes- c47534 ¢

miR160h |1 il Auxin_response_factor
mes- c47534 ¢

miR160h |1 i2 Auxin_response_factor
mes- c82800_¢g

miR160h |1 il Auxin_response_factor
mes- c37980 ¢

miR160g |1 il Auxin_response_factor
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mes- c46324 ¢

miR160g |1 il Auxin_response_factor
mes- c46324 ¢

miR160g |2 il Auxin_response_factor
mes- c46324 ¢

miR160g |2 i2 Auxin_response_factor
mes- c47534 ¢

miR160g |1 il Auxin_response_factor
mes- c47534 g

miR160g |1 i2 Auxin_response_factor
mes- c82800 g

miR160g |1 il Auxin_response_factor
ath-

miR160a- |c37980 g

5p 1il Auxin_response_factor
ath-

miR160a- |c46324 ¢

5p 1il Auxin_response_factor
ath-

miR160a- |c46324 ¢

5p 2 i1 Auxin_response_factor
ath-

miR160a- |c46324 ¢

5p 2 12 Auxin_response_factor
ath-

miR160a- |c47534 g

5p 1il Auxin_response_factor
ath-

miR160a- |c47534 g

5p 12 Auxin_response_factor
ath-

miR160a- |c82800 g

5p 1.l Auxin_response_factor
csi- c37980 ¢

miR160 |1 il Auxin_response_factor
csi- c46324 ¢

miR160 |1 il Auxin_response_factor
csi- c46324 ¢

miR160 |2 il Auxin_response_factor
csi- c46324 ¢

miR160 |2 i2 Auxin_response_factor
csi- c47534 ¢

miR160 |1 il Auxin_response_factor
csi- c47534 ¢

miR160 |1 i2 Auxin_response_factor

181



csi- c82800_¢g

miR160 |1 il Auxin_response_factor
osa-

miR160e- |c37980 ¢

5p 1l Auxin_response_factor
osa-

miR160e- |c46324 ¢

5p 1il Auxin_response_factor
osa-

miR160e- |c46324 ¢

5p 2 i1 Auxin_response_factor
osa-

miR160e- |c46324 ¢

5p 2 i2 Auxin_response_factor
osa-

miR160e- |c47534 g

5p 1il Auxin_response_factor
osa-

miR160e- |c47534 ¢

5p 12 Auxin_response_factor
osa-

miR160e- |c82800 g

5p 1il Auxin_response_factor
ppt- c37980_g

miR160g |1 il Auxin_response_factor
ppt- c46324 g

miR160g |1 il Auxin_response_factor
ppt- c47534 ¢

miR160g |1 il Auxin_response_factor
ppt- c47534 ¢

miR160g |1 i2 Auxin_response_factor
ppt- c82800 g

miR160g |1 il Auxin_response_factor
gma- c37980 ¢

miR160b |1 il Auxin_response_factor
gma- c46324 ¢

miR160b |1 il Auxin_response_factor
gma- c46324 ¢

miR160b |2 il Auxin_response_factor
gma- c46324 ¢

miR160b |2 i2 Auxin_response_factor
gma- c47534 ¢

miR160b |1 il Auxin_response_factor
gma- c47534 g

miR160b |1 i2 Auxin_response_factor
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gma- c82800_g

miR160b |1 il Auxin_response_factor

osa-

miR160f- |c37980_¢g

5p 1l Auxin_response_factor

osa-

miR160f- |c47534 ¢

5p 1il Auxin_response_factor

osa-

miR160f- |c47534 g

5p 12 Auxin_response_factor

osa-

miR160f- |c82800_g

5p 1il Auxin_response_factor

gma- c41672_¢g

miR4993 |1 il Cytochrome_P450, C-terminal

cme- c52908 g [ADN_polymerase_lll,_clamp_loader_complex, gamma/delta/
miR477b |2 il delta subunit, C-terminal

cme- c52908 g [ADN_polymerase_lll,_clamp_loader_complex, gamma/delta/
miR477b |2 i2 delta subunit, C-terminal

cme- c52908 g [ADN_polymerase_lll,_clamp_loader_complex, gamma/delta/
miR477b |2 i3 delta subunit, C-terminal

cme- c52908 g [ADN_polymerase_lll,_clamp_loader_complex, gamma/delta/
miR477b |2 i4 delta subunit, C-terminal

cme- c52908 g [ADN_polymerase_lll,_clamp_loader_complex, gamma/delta/
miR477b |2 i5 delta subunit, C-terminal

gma- c84451 ¢

miR4993 |1 il Glycoside hydrolase, catalytic core

gma- €52413_¢g

miR4993 |1 il Glycosyl transferase, family 8

gma- €52413_¢g

miR4993 |1 i4 Glycosyl transferase, family 8

gma- c43167_¢g

miR4993 |4 il Heavy metal transport/detoxification protein

gma- c43167_¢g

miR4993 |4 i2 Heavy metal transport/detoxification protein

zZma-

miR166h- | c37718 g

3p 1il Homeodomain-like

zZma-

miR166h- |c49191 g

3p 1l Homeodomain-like

zZma-

miR166h- |c49191 g

3p 12 Homeodomain-like
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ath-

miR166a- |c37718 ¢

3p 1il Homeodomain-like
ath-

miR166a- |c49191 g

3p 1il Homeodomain-like
ath-

miR166a- |c49191 ¢

3p 12 Homeodomain-like
ctr- c37718 g

miR166 |1 il Homeodomain-like
ctr- c49191 ¢

miR166 |1 il Homeodomain-like
ctr- c49191 ¢

miR166 |1 i2 Homeodomain-like
gma-

miR166j- |c37718 g

3p 1il Homeodomain-like
gma-

miR166j- |c49191 g

3p 1il Homeodomain-like
gma-

miR166j- |c49191 g

3p 12 Homeodomain-like
crt- c37718 g

miR166b |1 il Homeodomain-like
crt- c49191 ¢

miR166b |1 il Homeodomain-like
crt- c49191 ¢

miR166b |1 i2 Homeodomain-like
osa-

miR166g- |c37718 ¢

3p 1il Homeodomain-like
osa-

miR166g- |c49191 g

3p 1l Homeodomain-like
osa-

miR166g- |c49191 ¢

3p 12 Homeodomain-like
osa- c37718 g

miR166m |1 il Homeodomain-like
osa- c49191 ¢

miR166m |1 il Homeodomain-like
osa- c49191 ¢

miR166m |1 i2 Homeodomain-like
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crt- c37718 g

miR166a |1 il Homeodomain-like

crt- c49191 ¢

miR166a |1 il Homeodomain-like

crt- c49191 ¢

miR166a |1 i2 Homeodomain-like

mtr- c37718_g

miR166b |1 il Homeodomain-like

mtr- c49191 ¢

miR166b |1 il Homeodomain-like

mtr- c49191 ¢

miR166b |1 i2 Homeodomain-like

ptc- c37718 g

miR166n |1 il Homeodomain-like

ptc- c49191 ¢

miR166n |1 il Homeodomain-like

ptc- c49191 ¢

miR166n |1 i2 Homeodomain-like

aly-

miR165a- |c37718 ¢

3p 1il Homeodomain-like

aly-

miR165a- [c49191 ¢

3p 1il Homeodomain-like

aly-

miR165a- [c49191 ¢

3p 12 Homeodomain-like

gma- c33880_¢g

miR4993 |1 il Leucine-rich_repeat

gma- c48173 ¢

miR4993 |1 il MT-A70

ath- c46053 ¢

miR164a |2 il No_apical _meristem (NAM)_protein
ath- c46053 ¢

miR164a |2 i2 No_apical _meristem (NAM)_protein
bra-

miR164e- |c46053 ¢

5p 2 il No apical meristem (NAM) protein
bra-

miR164e- | c46053 ¢

5p 2 i2 No_apical _meristem (NAM)_protein
gma- c34206_g

miR4993 |1 il Nucleotide-binding, alpha-beta_plait
gma- c34206_g

miR4993 |1 i3 Nucleotide-binding, alpha-beta_plait
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gma- c41049 g |Pathogenesis-related_transcriptional_factor/ERF, ADN-
miR4993 |1 il binding

gma- c52838 g

miR4993 |5 i2 Pentatricopeptide repeat

gma- c52838_g |Peptide-N4-(N-acetyl-beta-

miR4993 |5 il glucosaminyl)asparagine_amidase A

ath-

miR408- |c31977_¢g

3p 1il Plastocyanin-like

osa-

miR408- |c31977_¢g

3p 1.l Plastocyanin-like

smo- c31977_¢g

miR408 |1 il Plastocyanin-like

ppt- c31977 g

miR408b |1 il Plastocyanin-like

gma- c31977 g

miR408d |1 il Plastocyanin-like

gma- c52102 g

miR4993 |2 il Protein_of unknown function DUF1685

gma- c50869 g

miR4993 |1 i3 Pseudouridine_synthase |, TruA, alpha/beta _domain
osa- c35544 ¢

miR398b |1 il Superoxide dismutase, copper/zinc, binding_site
gma- c48986 ¢

miR4993 |2 i2 Transcription_factor, CBFA/NFYB, ADN topoisomerase
ahy- c26877_¢g

miR156¢ |1 il Transcription_factor, SBP-box
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6.2 ANEXO 2. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE LIGNINA EN TALLOS DE

Gmelina arborea

Con el fin de validar los datos de contenido de general de lignina y contenido de lignina

Gy S para melina, se siguio el protocolo de cuantificacion de lignina utilizando acido

tioglicolico reportado por Antonova et al (2007) tomando como tejido base madera

proveniente de 3 muestras distintas de tallo. La cuantificacion se realizd6 por

espectrofotometria y cromatografia de gases en el laboratorio de pared celular de la

Universidad Tecnoldgica de Texas, utilizando para cada muestra tres réplicas

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos con relacion al % de lignina en las

tres muestras

Con estos datos se calculo un % promedio de lignina de 22.7 £ 0.7

plants |s.no |ABS NormalisgLignin (mg) [multiple factor|cell wall (mg)mglignin |mglig/mg cell wa|mglignin/gCW% LIGNIN |AVERAG
1 0.609 0.609 0.7839876 3.919938 18.5[ 3.919938 0.211888541| 211.8885405| 21.18885| 22.676)
1 2 0.669 0.669 0.8689716 4.344858 19.2| 4.344858 0.226294688| 226.2946875| 22.62947
3| 0.544333| 0.544333| 0.692393733| 3.461968667 14.3| 3.461969 0.242095711| 242.095711| 24.20957
1 0.705333| 0.705333| 0.920434133| 4.602170667 19.2| 4.602171 0.239696389| 239.6963889( 23.96964| 23.616
2 2 0.794 0.794|  1.0460216 5.230108 22.3| 5.230108 0.234533991| 234.533991| 23.4534
3 0.856 0.856 1.1338384 5.669192 24.2| 5.669192 0.234264132| 234.2641322( 23.42641
1| 0.520333| 0.520333| 0.658400133| 3.292000667 15.3| 3.292001 0.215163442( 215.1634423| 21.51634| 21.797
3 2 0.59 0.59 0.757076 3.78538 18.4| 3.78538 0.205727174| 205.7271739| 20.57272
3| 0.779333| 0.779333| 1.025247733| 5.126238667 22| 5.126239 0.233010848| 233.0108485| 23.30108
% de lignina en
Muestra | la pared celular
1 22.67596463
2 23.61648374
3 21.79671549

sb
1.233641

0.249961

1.131357

También se realiz6 la estimacion de la relacién de lignina S en comparacion a lignina G

Obteniendo una relacién S/G de 3.7

Sample G S TotalSG S/G ratio
1[4031492.935|13983123.33| 18014616.26| 3.468472735
2| 3801492.56(14136664.45| 17938157.01| 3.718714221
3|2745873.084|11221876.08| 13967749.16| 4.086815281
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Average Average S/G
Average G |Average S |TotalSG ratio
Xylem
tissue 3526286.193|13113887.95| 16640174.14| 3.758000746
685571.6657 | 1640327.835| 2314703.644| 0.311037698
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