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Resumen
Este trabajo comprende la descripcién, procesamiento y analisis del transcriptoma de

Pinus pinceana, una conifera endémica de México. Es un esfuerzo para identificar los
genes que se expresan y vincular la variacion genética de dos distintas regiones
geograficas con caracteres morfolégicos y cambios climaticos que concurren en la
distribucion de la especie, involucra el uso de herramientas bioinformaticas como el
ensamble de novo y los mapeos de referencia, asi como, la caracterizacion de genes y el
analisis de expresion genética.

Se detectd la expresion de 35,916 genes de distintos tejidos y estadios de crecimiento
que conforman una estimacion global y general de las respuestas del genotipo ante
procesos de crecimiento y respuesta a patégenos.

La distribucion de P. pinceana es restringida, las caracteristicas climaticas generan un
gradiente ambiental que aumenta las condiciones aridas en la proporcion Norte, la
precipitacién y la aridez son los factores que divergen de manera mas importante entre las
dos regiones.

Existen variaciones en la morfologia foliar en las cubiertas cerosas y en la organizacion de
los estomas en las caras de la hoja a lo largo del gradiente ambiental. Siendo la cubierta
cerosa mas abundante en las aciculas de la region Sur, mientras en la region Norte en la
cara abaxial carece frecuentemente de estomas.

Se analizaron las diferencias genéticas entre las dos zonas, a nivel de expresion donde se
pudieron establecer diferencias en la expresion de 421 transcritos donde destacan
cambios en proteinas de respuesta a factores climaticos, dehidrinas y proteinas de
choque térmico. Y a nivel estructural, con la deteccion de polimorfismos en donde se
encontraron cambios en genes asociados a la tasa de fotorespiracién y al inicio del
proceso de germinacion.

Las diferencias en algunos caracteres morfolégicos, genéticos y la variacion climatica a lo
largo de la distribucion, pueden ser planteados como marcadores candidatos potenciales
en futuros estudios de asociacion y/o ensayos de expresién. Reconocer y corroborar
estas asociaciones genotipicas y fenotipicas ayudaran a identificar procesos evolutivos,
de adaptacion, estrés y resistencia de las coniferas en condiciones aridas y semi-aridas.
Los resultados obtenidos son una contribucién a la caracterizaciéon del genoma de las
coniferas, y gimnospermas, destacando la importancia de las nuevas tecnologias de
secuenciacion y de herramientas bioinformaticas para la caracterizacion transcriptomas y

mayor conocimiento de genomas grandes y complejos.

Palabras clave: Pinus pinceana, transcriptoma, RNAseq, marcadores candidatos, adaptacion.



Abstract

The aim of this study was to identify the expressed genes on Pinus pinceana, a Mexican
endemic conifer and link the genetic variation found in two distinct geographical regions
with morphological and climatic variables across its distribution. We made the description,
processing and analysis of the transcriptome making use of bioinformatics tools like
assemblages de novo and mapping references to characterize genes and make a gene
expression analysis.

We identified 35,916 genes in different tissues obtained from different plant tissues
through several growth stages which allowed us to obtained a estimate genotype
responses to processes especific metabolic proceses like the response to pathogens.
Pinus pinceana has a restricted distribution due to the soil and the prevailing climatic
conditions, which create a gradient increasing aridity gradient in the northern distribution.
We found variations in the leaf morphology, in the wax cover and the organization of
stomata along the environmental gradient. Leaves (needles) from the southern distribution
showed a more abundant wax coating, while leaves from the northern distribution lack
stomata in the abaxial face.

We detected differences at the expression level 421 transcripts, which highlight changes in
protein response to climatic factors, dehydrins and heat-shock proteins. At the structural
level, with the detection of SNPs we found changes in genes associated with
photorespiration rate and with the start of the germination process.

Differences found in morphological and in the genetic characteristics according to the
climatic variation along the distribution can be used as potential markers for future studies
of association and / or expression assays.

The recognition of these genotypic and phenotypic associations may help to identify
evolutionary processes, adaptation and stress resistance of conifers under arid and semi-
arid conditions. The results are a contribution to the characterization of the genome of
conifers and gymnosperms, highlighting the importance of new sequencing technologies
and bioinformatics tools for transcriptome characterization for a better understanding of

large and complex genomes.



Introduccioén

El analisis del genoma se ha convertido en una herramienta util para la comprension de
los cambios evolutivos. En la ultima década la innovacién de tecnologias, metodologias
eficientes y de bajo costo han permitido una explosion y diversificacion de esta disciplina
para caracterizar de los componentes genéticos de una célula, tejido u organismo.

Los estudios gendmicos abordan dos perspectivas generales, i) la estructural, donde es
utilizada para entender la evolucion de los genes y genomas, el proceso basico de cambio
en la secuencia de DNA, acceder a los polimorfismos que expliquen cambios morfolégicos
o fisiolégicos, y determinar eventos filogenéticos (Labrou et al., 2015; Paudel et al., 2015;
Escaramis et al., 2015), y ii) la funcional, se utiliza para entender procesos evolutivos en
familias de genes especificos, presiones de seleccién, susceptibilidad a enfermedades y
patrones de expresion genética (Oleksiak et al., 2002; Karhu et al., 1996).

La caracterizacion de transcriptomas representa un esfuerzo descriptivo de la variacion
gendmica funcional en los organismos, utilizada para el desarrollo de nuevos marcadores
moleculares, construir microarreglos o perfiles de expresion génica y explicar patrones
que permitan entender la variacion fenotipica, composiciones y procesos ecolégicos y
evolutivos, como la adaptacién y la especiacion (Feder Mitchell-Olds, 2003; Zhou et al.,
2004; Canas et al., 2015).

La dinamica de cambio, que explica como surgen mecanismos adaptativos y como es que
permanecen en la poblaciéon y/o que producen su aislamiento, ha sido abordada por la
genética de poblaciones, la genética cuantitativa, la ecologia de los genes (Turessw,1923)
y recientemente por la gendmica. A pesar de los avances, la identificaciéon de las
mutaciones, genes y vias bioquimicas implicadas, el reconocimiento de los rasgos
fenotipicos responsables de la adaptacion, sigue siendo laborioso y dificil, puesto que la
deteccion de huellas de seleccion depende de la naturaleza y la fuerza de los eventos de
seleccion, la escala evolutiva a la que sucedieron y la sensibilidad del método de
deteccién (Mitton et al., 2002; Guo et al., 2015).

Los estudios de asociacion (genotipo y fenotipo) puede ayudar a entender si las especies
presentan cambios en su adecuacion, el mecanismo y efecto de la Seleccién Natural y
asi, comprender el mantenimiento y dinamica ecoldgica, procesos de evolucion de
genes, los patrones de cambio y aislamiento, con lo que en perspectiva permitiria platear
mejores estrategias de migracion asistida y conservacion (Frichot et al., 2015; Nair et al.,
2014; LESC, 2012).



Reconocer rasgos adaptativos parten de la caracterizacion de la variacién genética
funcional, para la descripcién de la estructura y organizacién de la expresion de
transcritos, la evolucion de genes e identificar genes candidatos para el estudio de la
adaptacion. Ademas hace posible el descubrimiento de nuevos marcadores genéticos a
gran escala para construir perfiles de variacion que se puedan extrapolar para tratar de
entender la variacion fenotipica e inferir procesos de diferenciacion dado el efecto de
distintos procesos evolutivos.

Pinus pinceana (Pinaceae; Gordon & Glend) es un pino pifionero endémico de México,
que se distribuye en suelos calcareos, rocosos en condiciones de extrema aridez. Se
conocen pocas poblaciones, pequefnas, dispersas y discontinuas, en la Sierra Madre
Oriental (Figura 1).

La especie estd amenazada por su distribucion limitada, el aumento en la erosion del
suelo, el sobrepastoreo e incendios inducidos, estd dentro de la lista de especies
amenazadas de la legislacion nacional en la categoria de especies sujetas a proteccion
especial (Pr) (NOM-SEMARNAT-059-2010) y en el indice internacional de la Unién
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) se encuentra catalogada
como especie casi amenazada (Nt).

Estudios genéticos previos en P. pinceana (Escalante, 2001; Ledig et al. 2001; Molina-
Freaner et al. 2001) han mostrado a partir de diferentes marcadores, que existe una alta
diferenciacion genética entre sus poblaciones en comparacién con otras especies de
pinos (e. g., Delgado et al., 1999; Cuenca, 2003; Karhu et al., 2006).

Escalante (2001) determind que esta diferenciacion esta correlacionada con la separacion
espacial entre las poblaciones y la evidencia del DNA del cloroplasto (Figueroa, en
preparacion; Figura 2) sugiere que los dos grupos genéticos conformados por las
poblaciones del Norte y del Sur de esta especie, se han mantenido aisladas y sin flujo

génico.



ol gy g
o 'uﬁ;ub('.(-r‘y,

1000 0 1000 Kilometers

Figura 1. Mapa de las localidades de Pinus pinceana.
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Figura 2. Red de haplotipos reconstruida a partir de 23 cpSSR, cada poblacién es representada por un color y dentro del recuadro
se integran la estructuracién poblacional que corresponde a las poblaciones en el Sur de la distribucion (tomado de Figueroa, en

preparacion



Estudios fenotipicos han reportado una amplia variacién que sugiere una respuesta
adaptativa al estrés hidrico y al tipo de suelo a lo largo de la distribucién. Cérdoba (et al.,
2008) han detectado cambios significativos en las cubiertas cerosas de las aciculas y la
proporcion de follaje seco en funcion de su distribucién. Martinez Martifion et al., (2010)
encontraron una correlacion significativa entre el potencial de crecimiento de la raiz y el
estrés por temperatura, que pudo inferirse a partir de la reduccion en la tasa de
crecimiento de las raices.

La distribucién fragmentada, la alta diversidad genética y la estructuracion poblacional que
presenta P. pinceana, hacen de esta especie un buen modelo para identificar la variacion
involucrada en la adaptacién a diferentes climas. Asi, el reconocimiento y analisis de
RNAseq del genoma de P. pinceana ayudara a comprender la dinamica entre el genomay
el cambio fenotipico modulado por el ambiente.

Este trabajo que constituye la primera caracterizacion de una conifera endémica
mexicana comprende la descripcion del transcriptoma de Pinus pinceana con el fin de
analizar la diversidad de proteinas a partir de distintos tejidos y estadios, para reconocer
las respuestas fisiologicas activas, y los marcadores que puedan ser utilizados para
identificar la respuesta del genotipo en ambientes contrastantes. El trabajo esta dividido
en dos capitulos, en el primero se incluye todo el trabajo descriptivo bioinformatico sobre
los transcritos secuenciados por RNAseq e incorpora ejercicios comparativos entre
caracterizaciones previas con otros organismos y el reconocimiento de las rutas
metabdlicas activas.

En el segundo capitulo se presentan estrategias para reconocer los caracteres
genotipicos, fenotipicos y ambientales que se encuentran diferenciados a lo largo de la
distribucion de P. pinceana, con el objetivo de identificar marcadores y caracteres ligados

a cambios adaptativos de la especie en distintas condiciones ambientales.



Capitulo |

Caracterizacion del transcriptoma de Pinus pinceana

Antecedentes

La gendmica es la disciplina que se ha modulado con la interaccién de herramientas
tecnologicas y metodologias que permiten analizar el contenido, variacion y estructura de
todo el material genético de un organismo (Wiley-Liss et al., 2002). El analisis genémico
permite aumentar la resolucién para la descripcion de eventos de recombinacion,
mutacion, deteccion de pseudogenes, elementos moviles, huellas de seleccion e
identificacion de marcadores moleculares (SSR’s, SNP’s, EST’s).

La aplicacion de estas herramientas, a partir de la reconstruccion y caracterizacién del
genoma, permite el planteamiento de enfoques comparativos que buscan entender
procesos evolutivos y ecologicos, con evidencias en procesos adaptativos, purgas
genéticas y diferencias en la expresién de los genes para entender procesos de
especiacion (e.g., Wachowiak et al., 2015; Nadeau et al., 2013; Niu et al., 2013).

El avance de estas herramientas ha sido abrumador en los ultimos cinco afios se ha
ampliando el campo, los costos se han reducido y el manejo de datos se ha vuelto mas
accesible. Actualmente se cuenta con 67,632 genomas secuenciados (GOLD; Genomes
Online Database; 1,139 Archaeas, 50,409 Bacterias y 11,534 Eucariotas).

La secuenciacién de RNA (RNAseq) se refiere a los procedimientos experimentales y
analisis del RNA transcrito, en conjunto, todo el material transcrito de un organismo en un
momento especifico se denomina transcriptoma (Wiley-Liss et al., 2002).

La caracterizacion de transcriptomas representan un esfuerzo descriptivo de la genémica
funcional para identificar secuencias de RNA codificante, reconocer cambios en la
estructura transcripcional, identificar nuevos marcadores genéticos, reconocer la
expresion de genes y las redes de regulacion de la expresién genética (Prunier et al,,
2015).

Estrategias de RNAseq representan una herramienta muy util para entender las
respuestas fisioldgicas a partir de las reconstrucciones de los niveles de expresion de
distintos tipos celulares en condiciones especificas. Provee mecanismos para medir y
cuantificar la transcripcion, localizar la expresion diferencial de transcritos entre distintos
tejidos o tipos celulares (e.g., Zhao et al., 2005)

Asi, los planteamiento en estudios comparativos entre la expresion en distintas

condiciones conforman el primer paso para crear ensayos de secuenciacion selectiva,



construir perfiles de expresion génica y el reconocimiento de eventos adaptativos a partir
de la dinamica de las respuestas genéticas al ambiente (Savolainen et al., 2007).

La reconstruccion de un transcriptoma implica la manipulacion de una gran cantidad de
datos y demanda grandes capacidades computacionales y retos bioinformaticos. Es
importante hacer distincién en que el procesamiento y manejo de datos en un organismo
no modelo depende en gran medida del tamafio del genoma del organismo, las
referencias disponibles, la calidad y profundidad de la secuenciacion.

Los genomas de las coniferas son muy grandes, de entre los 18 y 40Gb (Birol et al., 2013;
Wegrzyn et al., 2014). Particularmente para el genoma de las pinaceas se ha calculado 16
veces mas grande que otras gimnospermas y 2.400 veces en comparacion con
angiospermas. Por ejemplo, se calcula que el genoma de Pinus taeda es 125 veces mas
grande que el genoma de Arabidopsis thaliana (Bennett y Leitch, 2005). En los pinos el
genoma se organiza en 12 cromosomas y ha sido estimado en 30Gb, es un genoma
grande y complejo con abundantes regiones intergénicas y de pseudogenes (Neale et al.,
2014).

Se ha sugerido que el gran tamano del genoma es resultado de la proliferaciéon de
elementos moviles y la retencion de amplias regiones intergénicas y pseudogenes, ya que
no existe evidencia de poliploidizacion.

Prunier et al., (2015) sefala que los genes de coniferas tienen un origen antiguo y muy
conservado, esto a partir de que los eventos de duplicacion de genes son anteriores a la
divisién entre las angiospermas y las gimnospermas (hace 300 millones de afios (Ma)).
Dado su tamano, fue hasta la reciente reducciéon de costos y la optimizacion tecnolégica
que ha sido posible la reconstruccion de cuatro genomas completos, Picea glauca, Picea
sitchensis, Pinus taeda y Pinus lambertiana (Birol et al., 2013; Nystedt et al., 2013; Neale
et al., 2014; Wegrzyn et al., 2014). Se han caracterizado 28,354 y 50,172 genes en los
genomas de Picea sitchensis y Pinus taeda respectivamente con regiones intergénicas
muy grandes (=2.7 Kb).

En lo que respecta a la estructura de genes, los genes de coniferas tienden a acumularse
entre intrones muy largos, 60 Kb (Picea abies; Nystedt et al., 2013) y 120 Kb (Pinus
lambertiana; Wegrzyn et al., 2014), ademas, del 30% a 40% de genes identificados no
han podido ser caracterizados pues carecen de similitud con secuencias de genes
conocidos (Eckert et al., 2010; Kovach et al., 2010; Nystedt et al., 2013, Neale et al., 2014;
Wegrzyn et al., 2008, 2014).



Gramzow et al., y Guillet-Claude (2014; 2004) han detectado patrones de cambio lento en
familias de genes KNOX-I y los genes MADS box en comparacién con angiospermas.
Mientras que Pavy y Rigault (et al., 2012; et al., 2012) han descrito que los factores de
transcripcidn son menos abundantes en comparacién con el numero registrado en
angiospermas.

Existen numerosos esfuerzos a nivel de analisis de transcriptomas para caracterizar
patrones de expresion especificos en coniferas y se dispone de bases de datos para
Pinus spp., Picea spp., Pseudotsuga menziesii y Cryptomeria japénica (Raherison et al.,
2012; Pavy et al., 2008; Canales et al., 2014; Parchman et al., 2010; Keeling et al., 2011).
Este grupo de plantas representan un buen modelo en estudios de genémica comparada,
dada la estructuracion genética de las poblaciones, su amplia distribucion en diferentes
ambientes, su sistema de apareamiento, sus grandes tamanos demograficos y el
decaimiento en el desequilibrio de ligamiento debido al tamafio de su genoma (Keller et
al., 2011).

En éste capitulo se procura un esfuerzo descriptivo para reconstruir el transcriptoma de
Pinus pinceana con la caracterizacion de mRNA a partir de RNAseq e identificar las

proteinas presentes e inferir las rutas metabdlicas y respuestas fisioldgicas activas.

Metodologia

Colecta del material biolégico
Con la finalidad de tener una muestra mas representativa de la diversidad genética de la
especie, se colectaron dos muestras de tejido que incluyen aciculas de individuos
juveniles y adultos seleccionados al azar en las poblaciones de dos localidades Maguey
Verde, Queretaro y Antena Nufez, San Luis Potosi (Tabla I.1; Figura 1.1). El material
colectado se mantuvo en una solucién de RNAlater (SIGMA) o nitrégeno liquido y

posteriormente se almacend a -80°C para la preservacion adecuada del RNA.

Tabla I.1. Georreferencias de las localidades muestreadas.

Altitud

Poblacion Longitud Latitud
(msnm)

Antena Nafez Cuadalcazar, 10048 2268 1900
San Luis Potosi

Maguey Verde Pefamiller, Querétaro  -99.66 2111 2300

10
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Figura 1.1. Mapa con los sitios de colecta para el procesamiento genémico. Se representa
a Maguey Verde con un triangulo oscuro y a Antena Nufiez con un circulo.

Extraccion y purificacion del mRNA

Para la extraccion se utilizé la modificacién del protocolo de Chang (1993). Debido a la
cantidad de polisacaridos, fenoles y demas componentes secundarios fue necesaria la
duplicacion del procedimiento de extraccion para recuperar concentraciones suficientes
de mRNA.

La concentracion de cada muestra se visualizé en un gel de agarosa al 1% con tincion de
Bromuro de etidio y fue cuantificada y evaluada a partir de la proporcién 260:280 con un
espectrofotémetro (Thermo Nanodrop lite). La muestras en las que se apreci6 en el gel
una mejor definicion de las bandas de rRNA, menor ocurrencia de sales y cuantificadas
con una mayor concentracion a 40 ng/ul, se purificaron para eliminar DNA utilizando el kit
RNA clean up (Qiagen) siguiendo el protocolo del fabricante. Se corroboro la eficiencia del
procedimiento de purificacion cuantificando la concentracién con un espectrofotdmetro
(Thermo Nanodrop lite).

Finalmente las distintas extracciones provenientes de una misma localidad fueron
mezcladas para su procesamiento en el Genomics Sequencing Laboratory del Institute of
Quantitative Biosciences en University of California, Berkeley QB3 Vincent J. Coates, en
donde se llevé acabo una revision de una electroforesis de capilares en un bioanalyzer

2100 con chips RNA 6000 Nano Labchips (Agilent Technologies Ireland) para evaluar la

1"



calidad y concentracion a partir de la proporcion 28S:18S (28S:188S ratio) en el RNA total
y el indice de Integridad del RNA (RIN).
Se realizd la retrotranscripcion de cada muestra a cDNA, secuenciando ambos extremos
(3-5 y 5’-3’) utilizando procedimientos clonales para la formacion de las librerias
gendmicas, cada una fue etiquetada para su reconocimiento bioinformatico.
Para favorecer la homogeneidad de fragmentos, facilitar la deteccién de transcritos de
bajo nivel de expresion, y reducir la proporcion de fragmentos de rRNA ambas muestras
de cDNA fueron normalizadas.

Secuenciaciéon masiva
Se llevé a cabo la secuenciacion de fragmentos en la plataforma HiSeq2000 PE 150 de
lllumina en el Genomics Sequencing Laboratory del Institute of Quantitative Biosciences
en la Universidad de California, Berkeley QB3 Vincent J. Coates acorde al protocolo
estandar que generaron lecturas de fragmentos de 100 pb.

Anidlisis y procesamiento bioinformatico
Los andlisis y el procesamiento bioinformatico de los datos fue realizado en los servidores
del centro de Bioinformatica de la Universidad de California, Davis y en los servidores de
la Universidad de Connecticut, UCONN Bioinformatics Facility en el Plant Computational
Genomics Lab.

Evaluacion de la calidad de los fragmentos
Buscando tener mayor eficiencia y cubrir la diversidad de todos los fragmentos transcritos
en Pinus pinceana se conjuntaron todos los fragmentos respectivos a cada libreria.
El analisis de control de calidad de los fragmentos comprendio la exploracién a partir de la
densidad, largo y calidad de cada fragmento con las paqueteria FASTQ Quality Filter en
FASTX Toolkit (H Lab, 2010) Solexa QA (LengthSort: Cox et al., 2010) y Sickle v. 1.33
(Joshi y Fass, 2011). Debido a la gran cantidad de datos y para hacer mas eficiente su
procesamiento computacional, se realizaron filtros de calidad a un indice de calidad de 35
y un largo de 50 pb.
Ensamble

El proceso de empalme y alineamiento de lecturas cortas de secuencias (reads) se llevo a
cabo para cada una de las librerias. Se utilizaron dos estrategias bioinforméaticas, el
ensamble de novo y el ensamble de referencia, que permitieran detectar el procedimiento

que reconstruyera fragmentos mas largos y que se describen a continuacion.
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i. Ensamble de novo
Se realizaron ensambles simples y para evitar la redundancia de reads, se utilizaron
ensambles normalizados con el programa Trinity v. 2.06 (Grabherr et al., 2011).
ii. Ensamble de referencia

Se realizaron ensambles guiados con los genomas de referencia de P. lambertiana y P.
taeda (Neale et al., 2014; Wegrzyn et al., 2014). Este procedimiento se realiz6 a partir del
mapeo de las lecturas en fragmentos de 1000 pb sobre los genomas de referencia,
utilizando los algoritmos GMAP-GSNAPL (Wu, 2011) y Bowtie2-TopHat (Langmead, 2009;
Kim-Salzberg, 2008). Cada mapeo fue transformado a componentes binarios con la
paqueteria de SAMtools (Li, 2009), posteriormente se realizé el ensamble utilizando el
programa Trinity v.2.06 (Grabherr, 2011).
De manera paralela se hizo un ensamble de referencia con el programa BRANCH (Bao et
al., 2013) considerando como guia los genes de los genomas disponibles de P. taeda y
Picea glauca (Birol et al., 2014; Neale et al., 2014; Wegrzyn et al., 2014) mapeando sobre
un ensamble de los transcritos producto del ensamble de novo normalizado (Trinity v. 2.06
Grabherr, 2011).

Caracterizaciéon de fragmentos
Para organizar los fragmentos para su procesamiento se hizo una agrupacion a partir de
su similitud, longitud y abundancia con el programa UCLUST (Edgar, 2010).
Se detectaron los marcos de lectura (ORF), y se identificaron plenamente los fragmentos
que corresponden a genes integros mediante el programa Transdecoder (Hass, 2011).
Para buscar coincidencias con las secuencias ya identificadas en bases de datos y
descartar secuencias de genes de insectos, hongos, y bacterias que pudieran haber
contaminado el tejido, se caracterizdé y etiquetd los fragmentos siguiendo el pipeline
enTAP (Eukaryote Non-Model Transcriptome Annotation Pipeline; Ginzburg, 2014)
utilizando uBLAST en la base de datos del NCBI con un corte de un E value <10 .

Identificacién de dominios funcionales
Para clasificar las secuencias, predecir dominios funcionales y detectar motivos de
identificacion de familias genéticas se utilizaron tres aproximaciones. 1) con el programa
InterProScan (Mitchell et al., 2015), se detectaron las familias génicas, y motivos
estructurales como dominios, sitios repetidos, conservados, sitios activos, y sitios de unidn
a partir de los fragmentos con un ORF identificado. 2) usando BLAST2GO (Conesa et al.,
2005) y la clasificacion previa de enTAP se realizdé una busqueda exhaustiva a partir de

un BLASTx con corte a un E value <10 para anotar los dominios funcionales, la actividad
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y las familias genéticas con los motivos clasificados en Gene Onthology (GO). 3) A partir
de las secuencias traducidas de la clasificacién previa de InterProScan se comparé con la
base de datos de Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) usando el
programa KEGG Automatic Anotation Server (KAAS; Moriya et al., 2007) para detectar las
rutas metabdlicas y las caracteristicas funcionales de los transcritos. Los motivos
funcionales detectados fueron comparados con la base de GO registrada en TAIR
(www.arabidopsis.org).

Los resultados de estas tres aproximaciones se conjuntaron para redondear todas las

identificaciones, completar las caracterizaciones, compararlas y reducir las redundancias.

Resultados

Extraccion

Las cuantificaciones de concentracion iniciales y las evaluaciones en el Genomics
Sequencing Laboratory del Institute of Quantitative Biosciences, se encuentran resumidas

en la Tabla 1.2.

Tabla 1.2. Descripcidon de calidad y concentracion de las muestras.
Concentracion

Localidad Tejido 260/280 RIN
(ng/uL)
Acicula 1071 2.1
juvenil
Acicula
M\fi‘;‘:y Adulto nr.7 2.0 8.1
Meristemo 173.1 1.9
Estrobilo 388.9 22
masculino
ﬁig:ﬁ 186 2.4
Antena
. Acicula 4.5
Nuiez Adulto 104.3 2.5
Meristemo 70.5 2.1

El RNA total se cuantific6 con la proporcién 260:280 en un rango entre 1.0 a 2.5,
equivalente en el indice de Integridad del RNA (RIN; del Ingles: RNA Integrity Index
Number) de 8.10 y 4.50 lo que representa condiciones Optimas y degradaciones parciales

respectivamente.
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La amplificacion clonal de material genético normalizado genero fragmentos con un
tamafo promedio de 328 pb.
Secuenciacién
En la secuenciacion masiva se obtuvieron 115,248,758 reads y 275,116,776 reads para
cada libreria respectivamente, con un largo maximo de 102pb sin adaptadores, que se
estima equivale a una cobertura aproximada a 32x.
Anadlisis y procesamiento bioinformatico

Evaluacion de la calidad de los fragmentos
En la revision de calidad con la paqueteria de FASTX Toolkit se cuantificaron las medias
del indice de calidad (Q value) entre 33 y 39. Posteriormente con los programas Sickle v.
1.33 (Joshi, 2011) y Solexa QA LengthSort (Cox, 2010) se filtraron 252,807,146 reads
para ambas librerias de fragmentos de longitud mayor a 50pb y un indice de calidad
mayor a 30, con el propdsito que fueron los mejores fragmentos en el procesamiento
bioinformatico.

Ensamble
Se generaron las estadisticas para evaluar la construccion de clusters, rearreglo y largo
de los ensambles, y estimados de numero de transcritos, asi como los estimados de
numero de genes hipotéticos, en cada uno fueron descartados los fragmentos menores a
300pb. La eficiencia del ensamble fue cuantificada por la variable N50 (que se refiere a la
longitud mas corta dentro del 50% de los scaffolds). Obteniendo segun el procesamiento
valores desde 481 hasta 654 (ver Tabla I.3).
Para un manejo 6ptimo de los datos y hacer mas eficiente la anotacién del transcriptoma,
se utilizé el ensamble con el consenso de los transcritos procesados con el ensamble

normalizado que posteriormente fueron referenciados con los genes de Picea spp. y Pinus

spp.
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Tabla I.3. Comparativa con los estadisticos de los productos en procesos de ensamble.

Longitud promedio Genes**

Ensamble Procesamiento N50 [pb] Transcritos

Trinity estandar 562 554.42 208253 105352

Maguey dn Trinity normalizado® 640 608.47 301897 90389
Verde Trinity normalizado

r BRANCH 654 608.47 311531 122948

dn Trinity estandar 512 513.6 98553 56603

Antena Trinity normalizado* 534 540.01 107339 51039
Nunez Trinity normalizado

r BRANCH 546 548.89 112925 58616
Consenso Trinity normalizado

r BRANCH 481 497 .17 117824

*Ensamble considerado para formar el consenso; dn ensamble de novo r ensamble de referencia
**Fragmentos inferidos como genes hipotéticos
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Caracterizaciéon de fragmentos
Para la clasificacién y ordenamiento de fragmentos, la aproximacién a partir de
agrupaciéon en UCLUST (Edgar, 2010) generé para el consenso de transcritos 117,824
contigs, lo que corresponde al 37% de genes predichos (ver Tabla 1.4). En el andlisis con
Transdecoder (Hass, 2011) se restringio la identificaciéon de ORF’s en cada fragmento, y

se encontraron 47,510 secuencias de genes unicos restringiendo la busqueda en Pfam.

Tabla 1.4. Identificacién de regiones codificantes.
UCLUST Transdecoder

Reads 306806 117824
Clusters 179111

Tamaro promedio 2.7 500
Grupos/ Genes 117824 47510
Unicos

La caracterizacién de fragmentos con enTAP se llevd a cabo a partir de dos bases de
datos de los contigs codificados en aminoacidos y filirados para posiciones no
redundantes (nr). Se encontraron de los 47510 reads, 35966 transcritos correspondientes
a genes descritos, 2589 sin identificacién previa y 8915 transcritos desconocidos (ver
Tabla 1.5).

La identificacién de secuencias previamente descritas corresponde en mayor proporcion a
descripciones en especies modelo que a la semejanzas filogenéticas en especies
cercanas de coniferas, siendo Vitis vinifera la especie con la que se encontraron mayor
proporcion de coincidencias (ver Figura 1.2). En proporcion, de las 35,966 secuencias que
fue posible describir como genes soélo el 5% (8632) corresponde a genes previamente
descritos en coniferas (Picea sitchensis).

La proporcion de fragmentos que no pudieron ser caracterizados equivale al 24% del total
de transcritos ensamblados, de los cuales el 22% de estos corresponde a genes
identificados pero sin caracterizacion previa, el resto corresponde a secuencias aun no

registradas en la base de datos de NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/).
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Tabla I.5. Resultados de la caracterizacion de
transcritos con enTAP (uBLAST).

Transcritos 47510
Longitud promedio 501.4 pb
Secuencias caracterizadas 35966
Secuencias sin caracterizacion 2589
Secuencias sin correspondencia 8915
Secuencias contaminantes 40

Solanum tuberosum:
Cucumis sativus:
Picea sitchensis:

Populus trichocarpa:
Fragaria vesca:
Glycine max:

Oryza sativa:
Ricinus communis:

Citrus sinensis:

Vitis vinifera:

(=}

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000

Figura 1.2 Coincidencias por especie para la caracterizacion de fragmentos acorde al uBLAST.
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En la buisqueda y filtrado de contaminantes se obtuvieron 40 descripciones
correspondientes a secuencias caracteristicas de los hongos patégenos Rhizoctonia
solani (4), Marssonina brunnea (2), Grosmannia clavigera (2) y Aspergillus kawachii (2);
de la bacteria Gillisia sp. (2) y de la hormiga Acromyrmex echinatior (2).

Identificacion de dominios funcionales
En la identificacion a partir de los identificadores del mapeo de GO se logré separar las
secuencias implicadas en funciones moleculares, procesos biolégicos y actividades
ligadas y/o especificas a organelos.
Esta clasificacién no es exclusiva para las categorias, es decir una proteina pudo ser
identificada con varios motivos distintos codificados para varias funciones y procesos
metabdlicos (e.g., Cystathionine beta-lyase, participa en cinco rutas metabdlicas: los
metabolismos de metionina, cisteina, selenoaminoacidos, del nitrégeno y sulfuros).
Segun el proceso biolégico existen 5,208 genes involucrados en procesos metabdlicos, y
2,048 genes relacionados a la regulacion de los procesos biolégicos. Las funciones
moleculares con mayores coincidencias describen actividades cataliticas (52%) y de
transporte (30%). Fue posible asociar la presencia de los genes identificados con las
actividades ligadas a organelos, en acciones metabdlicas especificas o como

componentes estructurales (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Asociaciones de funcién de los transcritos. A. De acuerdo a funcién: (A) Catalitica (B) Transportador
(C) Acarreador de electrones (D) Receptor (E) Regulador enzimatico (F) Estructural (G) Antioxidante

(H) Energética-Nutricion (1) Proteina de unién a factor de transcripciéon. B. De acuerdo al proceso biolégico
donde interactuan: (A) defensa (B) Respuesta al calor (C) Unién (D) Utilizaciéon de Nitrégeno

(E) Proliferacién celular (F)Crecimiento (G) Reproduccion (H) Muerte celular (1) Estrés (J)Sefalizacion
(K)Localizacién (L)Regulacién basal (M)Estrés hidrico (N) Resistencia a enfermedades.

C. Organelo o sitio asociado a la funcién (A)Citoesqueleto (B)ribosomas (C) Cromatina (D)Ap. Golgi

(E) Reticulo Endoplasmico (F) Vacuola (G) Plastidos (H)Mitocondria (I)Cloroplasto (J)Nucleo
(K)Membrana (L)Lisosoma (K) Peroxisoma. D. De acuerdo al proceso metabdlico involucrado:

(A) Biosintesis de metabolitos secundarios (B) Metabolismo de Carbono (C) Metabolismo de ac. grasos
(D) Interaccién Planta-Patdgeno (E) Fotosintesis (F) Fijacion del Carbono (G) Metabolismo del Nitrégeno
(H) Biosintesis de ac. grasos (I) Biosintesis de hormonas esteroideas. (J) Sintesis de Lipopolisacaridos
(K) Sintesis de péptidoglicanos (L) Citocromo P450 (M) Transporte de RNA (N) Replicacion de DNA

(O) Transduccién hormonal (P) Endocitosis (Q) Absorcién de minerales (R)Apoptosis (S) (T) (U)Glugolisis
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Se logré reconstruir al menos parcialmente genes que involucran las respuestas a
estimulos especificos por ejemplo: al estrés (259 genes) en donde se incluyen
codificaciones de respuesta a la falta de agua (22 genes), la respuesta al calor (6), la
resistencia a enfermedades (44 genes) y defensa contra patégenos (167 genes), entre
otras.

Para la clasificacion basada en motivos indexados en KAAS (Moriya, 2007) y el KEGG se
utilizaron las secuencias traducidas obtenidas en InterProScan (Mitchell et al., 2015) y se
encontraron elementos de 751 rutas metabdlicas (no excluyentes). Con esta informacion
fue posible reconstruir parcialmente rutas metabdlicas utilizando como esquema base la
organizacién de V. vinifera, dado el mayor numero de coincidencias que se encontr6 en el
analisis de caracterizacion. Se logré reconstruir gran proporcion de rutas de metabolismo
del carbono (Figura 1.4), se localizo vias de regulacion en la respuesta a patdgenos
(Figura 1.5).

No fue posible definir a partir de la base datos de A. thaliana las secuencias ortdlogas con
los motivos sefialados por Blast2Go o KASS a partir de los motivos identificados por

ontologia.
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Figura 1.4. Esquema de las rutas metabdlicas, en lineas negras se encuentra sefialadas las rutas metabdlicas reconstruidas a partir de los transcritos anotados
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Discusién

Si bien existen muchos ejemplos de genémica en microorganismos, son contados los
trabajos que existen en gendmica de organismos eucariontes no modelo desarrollados en
México (Ibarra-Laclete et al., 2013; Tsai et al., 2013; Vielle-Calzada et al., 2009; Qin et al.,
2014). Aunado a esto las herramientas bioinformaticas aplicadas en especies no modelo
con genomas grandes, tienen una fuerte demanda de recursos informaticos y de
capacidades computacionales que sobrepasa las capacidades disponibles en la mayoria
de las instituciones dedicadas a la gendmica en el pais.

No obstante a ello, se obtuvo en este trabajo una gran cantidad de transcritos que
describen de manera general las iteracciones y respuestas genéticas en Pinus pinceana.
El diseiio experimental que se empled pretendia describir la mayor proporcion de
respuestas genéticas y de transcritos posibles. Sin embargo con este mismo objetivo se
pudieron abordar mejores estrategias, por ejemplo, como aumentar la cantidad de
librerias, o bien las lineas de secuenciacién no fueron 6ptimas para tal diversidad de
fragmentos y tejidos. Dado que al combinar las muestras de mRNA de multiples tejidos e
individuos se redujo la resolucién del trabajo para identificar mecanismos que controlan
respuestas especificas en estadios y tejidos. Ademas de que se restd cobertura en el
proceso de secuenciacion.

La gran diversidad de transcritos generada en este trabajo fue tan abundante que la
normalizacién de las librerias de cDNA que promueven la homogenizacidén de secuencias
no fue suficiente para la secuenciacién de transcritos poco abundantes. Wegrzyn et al,,
(2014) ha sefalado que la limitante metodolégica mas importante para caracterizar
fragmentos son las bajas abundancias y las longitudes cortas. Y si bien las cantidades y
concentraciones de las muestras eran buenas segun los protocolos previos a la
secuenciacion (Tabla 2), el proceso de extraccion, el manejo en el procedimiento, o el
traslado al Genome Center pudieron haber favorecido la fragmentacién de las secuencias.
En el procesamiento bioinformatico a pesar de contar con los recursos computacionales
suficientes, surgieron problematicas ligadas a la longitud y la diversidad de fragmentos, lo
que generd la necesidad de explorar gran variedad de herramientas de analisis en cada
uno de los procedimientos.

En el ensamble se logré hacer una evaluacién comparativa (Tabla I. 3) siendo el método
de mayor eficacia la combinacién de dos procedimientos, mientras que fue evidente que
no es posible aplicar solamente algoritmos de los ensambles de referencia a genoma

completo en sistemas con genomas tan grandes, como el de especies del género Pinus
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aproximacién que no habia sido abordada previamente. Al comparar con otros
transcriptomas de coniferas se encontraron similitudes en el tamafio y nimero de genes
encontrados, secuenciados y descritos (Parchman, et al, 2010; Shi-Niu et al., 2013;
Canales et al., 2014; Wachowiak et al., 2015) al igual que con los seis genomas
secuenciados de gimnospermas (Gynkgo biloba, Welwitschia mirabilis, Pinus taeda, Pinus
lambertiana y Picea glauca y Picea abies),

Se considero a las referencias de N50 como el estimado de calidad del ensamble, donde
observamos un cambio evidente entre métodos, donde valor mas alto para el mejor
procedimiento dobla el valor de N50 lo que evidencia la abundancia de fragmentos cortos.
Okeke (2014) sefiala que la abundancia de fragmentos cortos en un ensamble es debida
a baja cobertura en la secuenciacién, dado que entre mas largos son los scaffolds de un
ensamble el proceso de caracterizacion puede ser mas especifico y completo. Ademas de
este argumento también se asocian la abundancia de registros para el sistema y/o de
homologia con los fragmentos descritos para poder caracterizar adecuadamente a los
transcritos (Wegrzyn et al., 2014).

Las identificaciones a partir de las coincidencias en las bases de datos hacen evidente la
desproporcionalidad que existe en los avances de la gendmica en las especies no-
modelo. Encontrar pocas referencias a genes descritos puede explicarse por diversos
factoresmetodologicos: i) durante el procesamiento de la muestra el fragmento se haya
degradado, o no haya sido lo suficientemente abundante para ser secuenciado dada la
viabilidad bioquimica o la vida media del compuesto, ii) que el fragmento no haya sigo
secuenciado con una buena calidad.

Ademas, puede estar sujeto a un efecto de la poca informacién de los genomas pues solo
existen seis genomas secuenciados de gimnospermas (Gynkgo biloba, Welwitschia
mirabilis, Pinus taeda, Pinus lambertiana y Picea glauca y Picea abies), y es probable que
correspondan a genes que son propios de grupos filogenéticos mas cercanos de
gimnospermas o del grupo de angiospermas basales (e.g., Amborella, Austrobaileyales,
Chloranthaceae, y Nymphaeales).

El uso de distintas estrategias de caracterizacion hizo posible reconocer mayor proporcion
de transcritos, estimar los factores que participan en vias de sefalizacion, el crecimiento
celular y el desarrollo, mecanismos de defensa y otras vias metabdlicas a partir de los
dominios proteicos. La caracterizacion de estos 35,966 genes nos permitié generar mapas
genéticos y reconstruir parcialmente rutas metabdlicas muy importantes, que

filogenéticamente son muy conservadas (Figuras 1.4 y 1.5).

26



Mapear las rutas metabdlicas especificas nos permite reconocer patrones y respuestas
locales, por ejemplo fue posible reconocer las interacciones de la respuesta a la
interaccion planta-patégeno, y si consideramos que la deteccion de secuencias
contaminantes de hongos enddfitos y parasitos en el tejido indican que mas que una
contaminacion ocasionada por el mal manejo del tejido, son producto de contaminaciones
en el medio natural .

Segun Bonello et al., (2006) el mecanismo de accion de las fitoalexinas en las coniferas
se desconoce, y sblo es a partir de la acumulacion de intermediarios como PR1
(Pathogen resistance gene), NHO1 (nonhost resistance gene) que se ha inferido esta ruta
de defensa a patdégenos. Las fitoalexinas son compuestos de bajo peso molecular
sintetizados de novo después de una infeccién microbiana en respuestas locales y
sistémicas de resistencia, incluyen a los isoflavonoides, pterocarpanos, stilbenas y
saponinas (Hammerschmidt, 1999 ).

Si bien la inferencia para la caracterizacion parte de la homologia y de la ortologia de
secuencias, determinar y mapear procesos precisamente requiere de hacer analisis
comparativos entre los transcritos de otras especies mas cercanas filogenéticamente. Por
ejemplo, Canales et al., (2014) logra correlacionar los genes asociados al crecimiento con
respuestas ambientales para poder estimar la diversidad y evolucién de genes dentro de
las coniferas.

De manera inequivoca se requiere tanto del avance tecnoldgico y de la disposicion de
tecnologia y espacios computacionales para este tipo de procedimientos sin embargo, la
principal limitante en el manejo de datos yace principalmente en el planteamiento y disefio
experimental. El reto actual para la genomica en gimnospermas es reconocer las
funciones en los genes que hasta ahora son desconocidas, para lo cual se requiere de la
integracién con la proteomica y metabolomica en estos sistemas que describan la rutas
especificas, deduzcan los sesgos y puedan generar datos mucho mas especificos para la

coniferas.
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Conclusiones

La caracterizacién del transcriptoma de P. pinceana provee la descripcidén de la expresion
general en distintos tejidos y etapas del desarrollo, de 47,510 genes transcritos, de los
cuales se encontré la descripcion y funcion de 35,916, con los cuales se pueden
reconstruir importantes vias metabdlicas para reconocer las interaccion del genotipo ante
procesos de crecimiento, respuesta a patdogenos y el metabolismo basal.

La descripcion del transcriptoma de P. pinceana permite una estimacion global y muy
general de las interacciones genéticas vy fisioldgicas de esta conifera en su ambiente, que
contribuye a nuestra comprension de la variacion genética en sus poblaciones y el control
genético de los rasgos.

La caracterizacion de este trabajo es una referencia para el futuro planteamiento de
estudios de asociacion, la busqueda de nuevos marcadores moleculares (microarreglos,
EST, SNP) para relacionar respuesta especifica a un estimulo en un ensayo de
expresion.

Este trabajo ejemplifica la gran utilidad y rendimiento de las técnicas de NGS y de
analisis bioinformatico como mecanismos eficientes y rentables para obtener informacion
sobre la codificacion de la variacidon genética.

La caracterizacion precisa de las proteinas es complicada y depende tanto de la calidad y
la diversidad de transcritos amplificados como del avance y reconocimiento de la funcién
de genes. Las caracterizaciones funcionales reflejan el avance sesgado de estas
tecnologias en especies modelo y cultivadas (e.g., Arabidopsis thaliana, Phaseolus
vulgaris, Zea mays)

Las descripciones e inferencias de los analisis en GO y KEGG clasificaron categorias
funcionales a fin de comprender sus funciones y formas de regulacién de rutas
metabdlicas.

Este estudio es el primer esfuerzo NGS y de analisis de la funciéon de genes en el
transcriptoma de P. pinceana y representa el estudio mas amplio de caracterizacién en

una conifera mexicana hasta la fecha.
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Capitulo 1l
Una aproximacion para estudiar la adaptacién local en Pinus pinceana

Antecedentes

Una poblacién ante condiciones ecoldgicas distintas, ya sea por cambios en el ambiente
original, por la migracion, y/o relocalizaciéon de individuos, puede: 1) permanecer, 2)
extinguirse o 3) diferenciarse (Schlichting, 1986; Pfennig, 2010). Este ultimo escenario
puede deberse a dos vias, la adaptacion (Pespeni et al., 2013) o la plasticidad fenotipica
(Evans y Hofmann, 2012).

El potencial adaptativo de un organismo a un ambiente depende de la variacion genética
(Frankham et al., 2002). Los mecanismos evolutivos que fijan estas variantes surgen con
alelos neutrales o poco deletéreos que insertan variaciones que podrian ser benéficas en
las nuevas condiciones ambientes, y como resultado pueden modificar el fenotipo y/o los
niveles de expresion aumentando la adecuacion de la poblacion (King y Wilson, 1975;
Romero et al., 2012).

La dinamica de los procesos evolutivos, como el efecto fundador, los cuellos de botella,
los patrones de mutacién, la recombinacion y el desequilibrio de ligamiento pueden
mimetizar los procesos de seleccion. Sin embargo las pruebas de neutralidad ayudan a
reconocer el efecto de la Seleccion Natural (Tajima, 1989; Fu Li, 1997; Wang, 2015).
Esencialmente se han tratado de identificar procesos de seleccion positiva y de seleccion
balanceadora (Smith y Haigh, 1974; Darden y Marks, 1988) a partir de cambios en la
diversidad nucleotidica, en un panorama comparativo y multilocus. Para identificar la
seleccion positiva, se parte de la deteccion de mutaciones favorables fijas y por tanto, se
presenta como una reduccién en los niveles de diversidad nucleotidica. Mientras que en la
seleccion balanceadora, se mantienen distintos alelos durante largos intervalos de tiempo,
y asi eleva o mantiene la diversidad de los polimorfismos.

La adaptacién local supone que existen disyuntivas en la adecuacion entre los distintos
habitats que pueden reconocerse en cambios y frecuencias diferenciales en genes que
moldean el fenotipo, y que repercuten en las tasas de crecimiento, la capacidad
reproductiva y la sobrevivencia (Kuparinen et al., 2010).

Por su parte, la plasticidad fenotipica es reconocida como una respuesta rapida,
fisiolégica o morfolégica de un organismo ante un cambio o condicion ambiental por lo
que no promueve necesariamente un valor adaptativo local (Bradshaw, 1965).

Potencialmente, para identificar las variantes adaptativas, se requiere detectar los
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polimorfismos involucrados y la frecuencia de su distribucion, para establecer
correlaciones entre el ambiente, la estructura poblacional y la diversidad (Endler 1977,
1986).

Schlichting (1986) reconoce que existe una dindmica entre el genotipo, el fenotipo y el
ambiente, conformando un paisaje adaptativo, donde el ambiente tiene un efecto sobre el
fenotipo que consta de componentes genéticos, entonces, considera a la plasticidad
fenotipica como un instrumento de adaptacion. Asi la distincion entre la plasticidad y la
adaptacién se ha convertido en una discusion amplia y abierta, pues son procesos que no
surgen independientemente, donde uno explica consecuentemente al otro.

Para Lewontin (1957) la variabilidad genética implicada en la adaptacion esta presente en
un grupo, mientras que la plasticidad es un caracter individual, de manera que debe
aumentar a medida que la cantidad de heterocigosidad disminuye, por el efecto deletéreo
sobre homocigotos recesivos de los componentes genéticos que modulan el rasgo
(Schlichting, 1986; Pfennig et al., 2010). Sin embargo, las respuestas plasticas pueden
estar correlacionadas entre varios caracteres, tener un efecto aditivo o bien podrian ser
diferentes respuestas al mismo factor ambiental.

Detectar los cambios adaptativos depende de la expresioén, la fuerza de la seleccion, el
tiempo transcurrido desde la fijacion de la mutacion benéfica, y la cantidad de la
recombinacion entre los sitios seleccionados y los neutros (Savolainen et al., 2007).
Teodricamente factores determinantes para la regulacion de la homeostasis de un
organismo en su ambiente son mas susceptibles al efecto de la seleccion (Tiffin y Ross
Ibarra, 2014). Por ejemplo, los mecanismos que modulan el estrés a la temperatura y el
estrés hidrico serian mas facilmente detectados (Condit et al., 1995; Storey, 2004).
Avances en la gendmica evolutiva y la transcriptbmica comparada han generado un
campo emergente en la formulacion de estudios de asociacion con el objetivo de entender
la dinamica del genotipo, el fenotipo y el ambiente, para reconocer el efecto de los
factores ambientales que modulan la variacion genética (Rellstab et al., 2015). Los
estudios de asociacion plantean comparaciones entre poblaciones que han evolucionado
en distintas condiciones ambientales, bajo el supuesto de que la Seleccién Natural ha
actuado diferencialmente aumentando la frecuencia de las mutaciones ventajosas segun
el ambiente.

Desde la perspectiva gendmica se consideran dos distintas aproximaciones para
establecer correlaciones entre el genotipico y el fenotipo: la primera parte del

reconocimiento de cambios y del analisis de la variacion fenotipica que estén asociadas a
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las variaciones genotipicas, y la segunda, a la inversa procura a partir de la informacion
gendmica detectar huellas adaptativas en la variacién genética que se reflejen en cambios
fenotipicos (Tiffin y Ross-Ibarra, 2014).

En especies forestales se han detectado correlaciones entre la variacion genética y los
gradientes ambientales. Particularmente se ha tenido especial interés en reconocer
rasgos relacionados con el estrés por déficit hidrico, rasgos fenolégicos, la aclimatacién al
frio, la resistencia a la aridez y la sequia (e.g., Zhang y Marshall 1994; Aitken et al., 1995;
Skrgppa y Johnsen et al., 1999; Olivas-Garcia ef al., 2000; Brendel et al., 2002; Gonzalez-
Martinez et al., 2006; Baltunis et al., 2008; Newton et al., 1991; Ingram y Bartels, 1996).
De manera prospectiva entender el impacto del cambio climatico a través de los
mecanismos adaptativos que han surgido en especies arboreas es central para la
gendmica evolutiva comparada, en particular los mecanismos evolutivos que se han
generado en las coniferas que se distribuyen en las regiones aridas.

Las zonas aridas son aquellas regiones cuya provision de agua es deficiente con
precipitaciones medias anuales menores a 400 mm (Le Houerou y Dregne, 1970),
conforman el 6% de la superficie forestal mundial (FAO, 2002). En México las zonas
aridas y semiaridas ocupan mas de la mitad del territorio, en donde se ubican centros de
origen y/o diversificacion de cactaceas, agavaceas, crasulaceas, y algunas especies
forestales como Pinus y Juniperus que son los Unicos recursos forestales.

Los primeros pinos pifioneros (Seccion Nelsoniae, Gernandt, 2008) segun el registro fosil
datan de hace 22 Ma (Mioceno), en zonas &ridas del Altiplano Mexicano, donde se
establecieron y formaron grandes extensiones boscosas durante las glaciaciones del
Cuaternario (Little, 1969; Farjon y Styles, 1997). Sin embargo, actualmente los factores
climaticos de precipitacion y temperatura y el tipo de suelo limitan la distribucién de los
arboles a lugares con acumulacion de agua de escurrentia o en lugares accesibles al
agua subterranea (Granados, 2015).

Bajo esta premisa, si las condiciones climaticas son distintas, y se han ejercido presiones
de seleccion diferentes, se podran identificar marcadores fenotipicos y genotipicos
candidatos asociados a diferencias ambientales en las dos regiones geogréficas de Pinus
pinceana.

El objetivo general de este capitulo es detectar diferencias en caracteres morfolégicos y
genéticos a nivel de expresion o del polimorfismo detectado en los transcriptomas
reportados para P. pinceana (Capitulo I), que sean de utilidad en en estudios de

adaptacion local que permitan inferir cambios adaptativos en relacién a la variacion
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ambiental. Los objetivos particulares son, i) determinar si las condiciones climaticas son
diferentes a lo largo de la distribucién de P. pinceana, si el perfil climatico es distinto y si
ésta diferenciacion afecta el area potencial de distribucion, ii) identificar si existen cambios
fenotipicos en la morfologia foliar y en caracteristicas dasometricas de los individuos (e.g.,
grosor de corteza, diametro y altura de los individuos) entre las dos zonas de estudio de la
especie, iii) detectar marcadores genéticos potenciales relacionados a respuestas
adaptativas (EST’s, SSR’s y SNP’s) a partir de polimorfismos en las secuencias vy iv)

reconocer en los perfiles de expresion cambios asociados al gradiente ambiental.

Metodologia

Caracterizacion ambiental de las regiones de la distribucion

Para caracterizar el ambiente en el que se distribuye P. pinceana se obtuvieron los
perfiles climaticos de las dos localidades muestreadas, a partir de los datos de
precipitacion media y temperatura registrados en las estaciones meteorologicas
automaticas (EMAS) de la Comision Nacional del Agua (CONAGUA) y los registros de
Climate-Data (http://es.climate-data.org/).

Con el objetivo de reconocer el efecto y cambio de las variables climaticas se elaboré el
modelo de distribucion potencial con el programa MAXENT ver. 3.2.19 (Phillips et al.,
2006) con el uso de las georreferencias de los 57 localidades de P. pinceana del Herbario
Nacional del Instituto de Biologia, (UNAM). Para la reconstruccion se consideraron las
capas ambientales de WorldClim con la informaciéon de precipitacion y temperatura de
diferentes temporadas del afio (BIO #1, #8, #9, #11, #14 Y #15; Hijmans et al., 2005) una
capa con el mapeo de un indice de estrés hidrico del periodo de sequia marzo-junio
(Trabucco, 2010) y la informacién de los tipos de suelo (CONABIO, 2008).

A partir de los valores de las caracteristicas ambientales (precipitacion, temperatura y
estrés hidrico) en los sitios de presencia, se elabor6é una base de datos con el programa
de informacion geografica ArcView 3.2 y el paquete de herramientas ArcView Projection
Utility y GARP (ver. 1.0, 1999). Debido a que la caracterizacién de suelos es una
categorizacion cualitativa se decidid eliminar esta variable para el procesamiento
estadistico.

Con los datos cuantitativos correspondientes a las localidades de distribucién se elaboré
un analisis de componentes principales con el paquete estadistico JMP 8 (SAS Institute,
2014) para reconocer la varianza y el efecto de cada una de las caracteristicas

ambientales y asi evaluar si existe agrupacion y diferenciacion entre las variables
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Deteccion de cambios fenotipicos

Se consideraron dos aproximaciones para identificar cambios morfolégicos que
potencialmente indiquen la respuesta a cambios ambientales. La primera consistio en
ubicar y caracterizar la morfologia foliar y los factores que posiblemente pudieran estar
relacionados a la regulacion fisiologica de la evapotranspiracion en condiciones aridas en
las hojas; y la segunda fue un analisis estadistico de caracteres dasometricos que podrian
ser indicadores del crecimiento y desarrollo de individuos en su ambiente.

La caracterizacion de la organizacion de la anatomia foliar se visualiz6 la distribucién de
estomas y la proporcién de ceras en las aciculas con técnicas de Microscopia Electrénica
de Barrido (MEB). Se seleccionaron fragmentos de un centimetro de la region media de la
hoja en cuatro individuos adultos de cuatro poblaciones: Sierra de Parras, Tamaulipas, El
Palmito, Durango, Maguey Verde, Querétaro y Antena Nufiez, San Luis Potosi, que en
conjunto representan los extremos de toda la distribucion de P. pinceana, (Figura I1.1;
Tabla 11.1). En total para cada tratamiento se analizaron 32 muestras de las que se

hicieron registros fotograficos a un aumento de 500nm.

1000 0 1000 2000 Kilometers

Figura I.1. Mapa de las localidades colectadas para el analisis cambios en la morfologia foliar
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Tabla 1l.1. Georeferencias de las localidades que fueron muestreadas para el analisis
micrografico

Localidad Latitud Longitud Altitud
Sierra de Parras 25.433 -102.02 2450
Gral. Cepeda, Coahuila
El Palmito 25.741 -104.881 2000
Hidalgo, Durango
Maguey Verde 21.116 -99.666 2300
Pinal de amoles, Querétaro
Antena Nunez 22.683 -100.483 1900

Guadalcazar, San Luis Potosi

El procesamiento del tejido paso por deshidratacién en cambios sucesivos de etanoles
[70, 96 y 100%]. Para mejorar la visualizacién del arreglo de los estomas se utilizaron
replicados de todas las muestras con un tratamiento para la eliminacién de ceras, que
consistid6 en la incubacion en Xileno, seguida de una fijaciébn en etanol absoluto
(Reséndiz-Arias, 2014).

Posteriormente, utilizando el servicio e instalaciones del Laboratorio de Microscopia del
Instituto de Biologia, UNAM, las 32 muestras se secaron hasta el punto critico, se
montaron sobre cinta de carbono, utilizando tres vistas; abaxial, adaxial y transversal por
cada muestra, seguida de una cobertura por oro. De cada muestra analizada se
recopilaron fotografias, se cuantificé el niumero de filas que conforman los estomas en la
superficie de la epidermis en la proporcion abaxial (inferior) y adaxial (superior), y de
manera cualitativa se aprecio el grosor y abundancia del recubrimiento ceroso.

El analisis estadistico de componentes principales (PCA) de los 93 registros
dasometricos del Inventario Forestal (CONAFOR, 2012) de los caracteres morfoldgicos;
diametro a la altura del pecho (DAP), fuste limpio y diametro de copa, con el objetivo de
identificar posibles efectos de la posicidon geografica sobre la varianza y agrupacion de
las caracteristicas fenotipicas. El PCA fue realizado con el paquete estadistico JMP 8
(SAS Institute, 2014).

Deteccion de cambios a nivel genético
Identificacion de polimorfismos genéticos
La asociacion de los cambios y el reconocimiento de la funcién de los polimorfismos a
partir del analisis de los 35,966 genes transcritos que fueron identificados en la

caracterizacion del transcriptoma de P. pinceana, se realizé con la deteccion de cambios
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de un solo nucledtido (por sus siglas en ingles single nucleotide polymorfisim; SNP), a
partir de la deteccion de inserciones, sustituciones y/o deleciones .

Este procedimiento se realizé con un mapeo de los reads procedentes de cada libreria y
un ensamble consenso de referencia (la descripcién y procesamiento de éste se describe
en el capitulo 1), construido con los programas Bowtie2-TopHat (Langmead et al., 2009;
Kim-Salzberg, 2008).

Las posiciones de cada polimorfismo encontrado se detectaron con el programa
Freebayes (Garrison, 2012) y se definieron de acuerdo a la caracterizacion de la
anotacion producto del analisis de los transcritos en enTAP (Ver capitulo 1). Se detecto el
tipo de cambio (sinébnimo o no sinénimo) a partir de la comparaciéon codén por codén de
las secuencias traducidas a aminoacidos. La cobertura minima para la deteccion de los
polimorfismos fue fijada en dos copias distintas y dada la composicion de tejido en la

muestra no se establecio la ploidia.

Analisis de expresion de transcritos

Para estimar el nivel de expresion de los transcritos que fueron amplificados se considerd
la abundancia de los transcritos en cada libreria sobre un mapa de las lecturas en
fragmentos, reconstruido con los programas Bowtie2 y TopHat (Langmead, 2009; Kim-
Salzberg, 2008).

La evaluaciéon de las diferencias de expresién se llevd a cabo a partir del analisis
comparativo pareado entre la desviacién estandar de la abundancia del transcrito de las
dos muestras y el valor medio de expresion de la isoforma en cada muestra, con el
objetivo de identificar y mapear la expresion y reconocer los valores contrastantes entre
las dos muestras. El valor de abundancia total de cada uno de los fragmentos se obtuvo
con el programa eXpress (Roberts et al., 2011) y las comparaciones se efectuaron con la
paqueterias de R, EDGE-pro (Magoc et al., 2013) y edgeR (Robinson et al., 2010)
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Resultados

Caracterizacion ambiental de las regiones de distribucion

Perfil climatico

La obtencion de perfiles climaticos regionales correspondié a los datos disponibles en las
estaciones meteoroldgicas mas cercanas (http://es.climate-data.org); Pefiamiller ubicada
a 14 km de Maguey Verde, Queretaro y la estacion en Huizache a 15 km de
Guadalcazar, San Luis Potosi.

En particular Pefiamiller esta clasificada con clima Csb, templado seco, la temperatura
media anual es de 15.3°C con una precipitacion promedio de 1044 mm al afo. La
diferencia en la precipitacion entre el mes mas seco y el mes mas lluvioso es de 198 mm
con temperaturas medias que varian durante el afio en un 6.9°C (Figura Il.2a). Mientras
que para la estacion en Huizache esta clasificada con un clima BSh, semiarido calido,
con una temperatura media anual de 20.4°C y precipitacién de 384mm al afio. En donde
la diferencia en la precipitacion entre el mes mas seco y el mes mas lluvioso es de
58mm, con un cambio en temperaturas medias durante el afio en un 9.2 °C (Figura 11.2b).
Los perfiles climaticos de las dos zonas que fueron comparadas coinciden en tener dos
periodos en el aio con abundante precipitacion. La comparacion entre las temperaturas
de los sitios de muestreo no resulta tan diferente, sin embargo al incluir en la
comparacion a la localidad El Palmito, ubicada en el extremo Noroeste de la distribucion
se observan diferencias en las temperaturas (Figura I1.2c).

Con pruebas de kolmogorov-smirnov se evaluad que no existia una diferenciacion
estadistica significativa (p=0.8) entre la precipitacion o temperatura entre las estaciones
meteoroldgicas de Pefiamiller y Huizache.

Modelo de distribucién potencial

El area de distribucidn modelada abarcd hasta el valor probabilistico mas bajo que
coincidiera con una localidad conocida (0.5). Las variables con mayor efecto sobre la
reconstruccion fueron; las caracteristicas del suelo, la temperatura media anual y la
precipitacién por estacion.

El modelo abarca en buena proporciéon el area de distribucion conocida e incorpora a
todos los sitios registrados en el Herbario Nacional (MEXU), reflejando la fragmentacion
del habitat y la escasez de condiciones favorables para la distribucion de la especie
(Figura I1.3).
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Figura Il.2. Climogramas de las regiones cercanas a las localidades muestreadas. A. Corresponde a Maguey Verde B. A Guadalcazar. C.
Gradiente de precipitaciéon comparando las diferencias de precipitacién entre las localidades muestreadas, en gris, y en naranja, corresponde
a General Cepeda en el extremo Norte de la distribucion.
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Figura I1.3. Modelo de distribucion potencial, en gradiente de grises se ilustra las probabilidades arrojadas por el modelo, y en triangulos
azules los sitios de presencia de P. pinceana.
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Con los valores correspondientes a las variables utilizadas en el modelo en cada una de
las localidades, se realizé un analisis de componentes principales en donde la aridez, la
temperatura del semestre mas humedo y la precipitacion anual, explican la mayor
proporcion (58%) de la varianza de los datos, siendo la aridez la que aporta mas a la

explicacion de la varianza (Figura 11.4).

Componente 2
o

4 3 2 -1 0 1 2 3 4
Componente 1

Figura Il.4. Grafico de componentes principales con la dispersion de las variables
climaticas en las localidades conocidas. En azul las localidades correspondientes a la
grupo genético del Sur y en amarillo las correspondientes al grupo genético del Norte.
Los simbolos en donde sobresale el contorno son las localidades que fueron
muestreadas para el procesamiento transcriptémico.

El componente principal dos es explicado principalmente por la temperatura media anual,
la temperatura en el semestre mas seco y la precipitacion en el mes mas seco,

explicando el 16% de la varianza total.
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Deteccion de cambios fenotipicos

Caracterizacién de la anatomia foliar

Con el tratamiento para cualificar la cantidad de ceras se encontr6é que en los individuos
de la localidad del Sur (Maguey Verde) hay una mayor proporcién y grosor de ceras en
comparacion con el resto de las localidades. Mientras que la localidad Noroeste (El
Palmito) se encontr6 una cubierta cerosa mas delgada.

Los individuos de la localidad Sur presentan arreglos estomaticos adaxiales en cuatro
lineas, mientras que en la cara abaxial los estomas estdn ausentes o presentes
arreglados en dos lineas. Este patrén abaxial también se encontré en las muestras de la
poblacion Noroeste. En general, en la superficie adaxial de las muestras de las
localidades Norte se aprecié mayor abundancia de estomas arreglados en cuatro y hasta
siete lineas (Tabla I1.2; Figuras 1.5 y 11.6).

Se obtuvieron correlacion no significativas entre el nimero de filas en ambas superficies
de la acicula, ("= 0.10 para la supercie adaxial, y *=0.16 para la superficie abaxial). Por
tanto, con la muestra analizada la dispersién de los datos no permite establecer una
relacion estadistica significativa entre las variables.

Tabla 11.2. Sintesis de la descripcion de los caracteres morfolégicos de
las aciculas analizadas.

Adaxial Abaxial
# filas # # filas # Ceras
estomas* estomas*
4 6 2 6.5
5 5.8 2 5.5
i ++
Sierra de Parras 4 6.2 9 55
4 52 2 4.5
Palmito 6 5.1 - -
% 6 4.3 - - .
= 6 4 - -
7 5.1 1 5.5
6 55 2 6
4 5 - -
++
Guadalcazar 4 57 2 5
4 55 1 6
4 6.1 - -
4 57 - -
u:; Maguey Verde 4 6 i i ++++
4 6.2 2 5.5

*Promedio de estomas por fila en 500nm
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Figura II.5. Micrografias de las aciculas analizadas para la visualizacion de la cubierta cerosa.

Sierra de
Parras
Palmito
Guadalcazar
Maguey
Verde

Figura I1.6. Micrografias de las aciculas analizadas para la visualizacion del arreglo de los
estomas en la acicula




Caracterizaciéon morfométrica

Con los datos dasometricos disponibles en el Inventario Forestal (CONAFOR, 2012) se
encontraron 93 registros, donde 91 corresponden a las localidades de la region Norte y
solo dos a las localidades ubicadas en la parte Sur de la distribucion de la especie. Para
el analisis estadistico sélo se incluyeron los datos de diametro a la altura del pecho, la
altura total y el diametro de copa.

En el analisis de componentes principales se encuentran correlacionadas en el
componente principal 1, el diametro a la altura del pecho y la altura total explican el
67.6% de la varianza muestral, lo que sugiere que el individuo al alcanzar mayor altura
también tendra un grosor (DAP) mayor (Figura 11.7). En el componente principal dos el

diametro de copa explica el 23.7% de la varianza.

o L D16 T . .. 0f  —.

Diametro de copa

83 2 -1 o 1 2 3
DAP y Altura total

Figura I.7. Grafica de dispersion con el analisis de componentes principales de los datos
anatémicos recabados en el inventario forestal. En amarillo se muestran los individuos
muestreados correspondientes al grupo genético del Note, en Azul los individuos de la region Sur.
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Diferenciaciéon genética entre las regiones geograficas de distribucion

Deteccion de SNP’s

Se identificaron 34 polimorfismos, de los cuales 28 (82.3%) corresponden a transcritos no
caracterizados previamente en la base de datos del GenBank (NCBI) y 17 a transcritos
descritos; donde se incluyen 3 genes predichos, 3 genes identificados que estan
involucran los procesos bioldgicos de acciones perirribosomales, el crecimiento inicial del
meristemo y actividades de fotorespiracién (Tabla 11.3).

A partir de cambio aminoacidico, se encontraron cuatro cambios sinénimos y dos
cambios no sinénimos.

En la identificacion de polimorfismos se hace importante cotejar, y revalidar los cambios a
nivel fisioldgico, asi como distinguir la frecuencia poblacional de este cambio entre los

ambientes en los que se distribuye.

Tabla I1.3. Descripcion de polimorfismos encontrados

Gen/ Funcidén # Posicion Cambio

Funcién desconocida 28

Periribosomal 1 381 C/IG Grl/Trh
Fotorespiracion 1 261 AT Sinénimo
Succinato deshidrogenasa 1 159 GIT Sinénimo
Inc. Meristemo 1 423 AIT Grl/ Csy
Ubiquina 1 500 C/G Sinénimo
S-adenosilmetionina sintasa 1 72 T/A Sinénimo

Analisis de expresion

Con los 126 millones de reads obtenidos del filtrado y control de calidad (ver Capitulo 1)
se encontraron 421 genes con DE (differentially expressed) a partir de los cuales fue
posible reconstruir la agrupacién jerarquica entre los médulos (Dendrograma) y el mapa
de calor (heatmap) para visualizar los bloques de cambios entre las dos muestras en
funcion de su abundancia de transcripcion (Figura 11.8).

Entre los 421 genes con expresioén diferencial, 282 (66.9%) corresponden a fragmentos
sin caracterizacion, 48 (11.40%) son genes predichos de los cuales cinco estan
involucrados en el crecimiento y la germinacion, esta diferenciacion se atribuye a las
variacion en la composicion de tejido en la muestra, 70 (16.6%) factores de regulacion de

la transcripcion y del metabolismo basal, y so6lo 10 (2.37%) estan involucrados en
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actividades estan relacionadas a la termorregulacién, estrés hidrico y defensa de

patogenos.

Norte Sur

Figura 11.8. Heatmap comparando los contigs expresados diferencialmente, el color indica la

expresion.
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Discusién

En este trabajo se logré identificar marcadores candidatos potenciales, genéticos y
morfologicos, que podrian estar involucrados en respuestas adaptativas a la aridez y en
la defensa a patégenos. La integracion e identificacion de cambios explora
preliminarmente la dinamica genotipo-fenotipo-ambiente.

Para el analisis de las variables climaticas en las zonas de colecta (Maguey Verde y
Antena Nufez) los perfiles climaticos de las zonas muestran sitios aridos con dos
periodos anuales de lluvia abundante. Estas localidades no muestran cambios
contrastantes, en precipitacion o temperatura, esto puede explicarse porque las
condiciones de los sitios de muestreo y las estaciones meteoroldgicas (altitud,
temperatura y presion) no son los mismos que en los sitios de muestreo. Pero al
comparar localidades del extremo Norte de la distribucion se aprecia que el intervalo
termodinamico donde ésta conifera se distribuye va de condiciones semiaridas a mas
secas.

En el modelo de distribucién potencial se logré distinguir que las condiciones propicias
para la especie no son abundantes en el pais y que P. pinceana se encuentra restringida
debido a las caracteristicas del suelo, la temperatura y la precipitacion, lo que sugiriere
que en la distribucion actual se conjuntan efectos climaticos e histéricos-demograficos. El
analisis de componentes principales permite distinguir en los extremos de la dispersion
de los datos, que las condiciones opuestas de temperatura y precipitacion corresponden
a los extremos geograficos de la distribucion.

La variacion morfolégica responde al mantenimiento homeostatico y al efecto de los
factores bioticos y abidticos del ambiente (Hart et al.,, 2000, Smith, 2011, St. Clair et al.,
2009). El variacion del arreglo en los estomas que observamos en los resultados, puede
ser explicado por tres escenarios plausibles; respuestas plasticas, adaptativas y
variaciones ontogénicas (cambios morfologicos a lo largo de los estadios del organismo;
Coleman, 1994).

Smith (2011) sefiala que los rasgos que varian significativamente entre poblaciones y que
se encuentras asociados con el genotipo son el crecimiento (Oksanen et al., 2001), la
morfologia foliar (Barnes, 1975), y rasgos fenolégicos (Yu et al, 2001). Asi, incluir
indicadores directos o indirectos de estos caracteres podrian puntualizar con mayor
precisiébn cambios entre las regiones de distribucion.

El analisis estadistico con los datos dasometricos del Inventario Forestal no sugieren una

correlacion entre las variables fenotipicas y su procedencia geografica, se observa en
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cambio, que existe una gran variabilidad y dispersion de los caracteres morfoldgicos,lo
que puede deberse al manejo, crecimiento y condicion de los individuos muestreados.
Haciendo que los cambios morfolégicos no sean observable en este nivel, con estas
caracteristicas en esta muestra. Los datos del Inventario Forestal si bien aportan
generalidades sobre las caracteristicas morfologicas de la especie, la muestra disponible
no abarca toda la distribucion de la especie, y no se dispone de todos los datos para
todas las poblaciones.

Para este estudio se encontraron cambios en la distribucion y abundancia de los estomas
que sugieren, segun la muestra analizada, que el arreglo de los estomas cambia y podria
relacionarse al cambio en las condiciones climaticas. En la literatura (Salisbury, 1927;
Ticha, 1982; Woodward, 1987; Hetherington, 2003; Chaerle et al., 2005; Israelsson et al.,
2006) se han documentado que los cambios de la morfologia foliar en la frecuencia de
estomas y la formacién de ceras se ven afectados por los cambios en la temperatura
atmosférica, la regulacion metabdlica del consumo de CO, y la pérdida de agua por
efecto de factores ambientales. Mientras que el diferencial entre las superficies foliares,
con mayor abundancia de estomas en la parte abaxial (inferior) que en la superficie
adaxial (superior) ha sido explicado por Limm et al., (2009) como una respuesta para
evitar la saturacion de agua cuando llueve.

Sin embargo, existen investigaciones en angiospermas donde se ha corroborado la
plasticidad de este caracter (Clifford et al., 1995; Salisbury, 1927; Quarrie y Jones, 1977).
Por ejemplo en condiciones diversas de humedad y estrés hidrico se ha reportado que
existe reducciéon del numero de estomas en Caltha palustris (Ranunculaceae), Triticum
spp. (Poaceae; trigo) y Arachis hypogaea (Fabaceae; cacahuate), mientras que con el
aumento de la humedad no generdé una reduccion de estomas en Scilla nutans
(Asparagaceae). Por su parte, MacDonald, (2002) y Kouwenberg et al., (2003) han
documentado que pueden haber reducciones en la densidad de los estomas cuando se
cultiva en niveles elevados de CO..

Las diferencias en el arreglo de los estomas no sugiere una correlacién significativa con
las condiciones de aridez. Sin embargo, se requiere para corroborar la relacion de estos
caracteres con un analisis con una muestra mas grande que permita validar las
diferencias que integre la la variablidad de toda la distribucion de la especie e incluya la
variacion en el numero de estomas y la cantidad de ceras.

Por su parte, en la deteccién de SNP’s refleja muy pocas diferencias entre los dos sitios

muestreados, esto puede deberse a dos factores: 1) que los polimorfismos se deban a
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las anotaciones dada la calidad de secuenciacion y cobertura, je., sea un efecto del
meétodo y disefio experimental que se siguio, la composicion de la muestra y diversidad
de fragmentos o, 2) que la escases de anotaciones producidas y disponibles reduzcan
naturalmente la proporcion de informacion disponible.

Si bien los seis cambios identificados reflejan una pauta de cambios ecologicos y
fisioldgicos importantes por lo cual se hace necesario corroborar bioquimicamente del
efecto de las isoformas que estan involucradas en la fotorespiracién y la germinacion,
evaluar la frecuencia de cada isoforma por las regiones de distribucion.

La expresion de transcritos en este trabajo fue interpretada como el efecto del genotipo a
los estimulos y condiciones ambientales; pero es importante reconocer aspectos de la
biologia de la especie, por ejemplo, factores fisioldgicos y/o reproductivos, caracteristicas
demograficas y de la historia evolutiva (Rajkumar et al., 2015).

Los cambios en la expresion detectados marcan una pauta general sobre las diferencias
en respuestas genéticas para regular y responder fisiolégica y metabdlicamente ante
distintas condiciones. Savolainen et al., (2007) sefala que los ejercicios comparativos
entre poblaciones o especies promueven mejor comprensién de la base genética para
entender los mecanismos evolutivos de la adaptacion, al explorar con mayor resolucion
los efectos fenotipicos multiples o de mdltiples loci.

Los DE arrojados por el analisis de cambios de expresion son marcadores potenciales
para enfocar un estudio a nivel de tejido especifico, comparando cuantitativamente el
efecto de estas diferencias, y los blancos fisioldgicos donde repercuten estos cambios. En
este trabajo el analisis de expresidn no considera la estructura y diversidad de tejido en
cada muestra, ademas de que carece de replicas por lo que es necesario dar continuidad
al estudio para corroborar la deteccion de polimorfismos y revision de cambios en los
niveles de expresion, con una muestra significativa con replicas, distintos tipos de tejido y
tratamientos control.

Los analisis hasta estos resultados especulan y dan una pauta para estudios futuros
donde puedan ser considerados como posibles genes candidatos asociados a cambios
adaptativos. Y permitan explicar el componente genético de la variaciéon fenotipica
(heredabilidad, h) para enfocar los estudios de asociacién hacia el entendimiento

cuantitativo de los mecanismos de Seleccion Natural.

47



Conclusiones

Se asocio la variacion genética y fenotipica en dos localidades donde se distribuye Pinus
pinceana, logrando establecer relaciones entre estos cambios y la variacion climatica que
existe a lo largo de la distribuciéon. Esta aproximacion parte de la integracion de datos
morfoldgicos y genéticos para la prediccion de marcadores potenciales adaptativos.

La distribucion de P. pinceana esta fuertemente restringida por las caracteristicas del
suelo, la temperatura y precipitacion. Si bien en los puntos de muestreo no se aprecia el
contraste climatico, en el analisis estadistico se observa un gradiente ambiental que
aumenta las condiciones aridas en la proporcion Norte.

La varianza morfoldgica en caracteres dasométricos no refleja un patrén asociado a las
diferencias climaticas a partir de la muestra disponible. Cuantificar caracteres de
crecimiento neto y desarrollo podrian acotar e identificar niveles de variacion.

Respecto a la variacién en la organizacién de la morfologia foliar se distinguen diferencias
en las cubiertas cerosas y en la organizacion de los estomas en las caras de la hoja que
en la literatura se atribuyen a los cambios climaticos en el ambiente.

La variacion encontrada en los loci expresados diferencialmente sugieren un potencial
adaptativo, ademas de que en ambos sitios se emplean estrategias distintas de
resistencia a patégenos. Sin embargo, es necesario corroborar su participacién en la
adaptacion a partir de un nuevo esquema de disefio experimental con una evaluacién con
un enfoque poblacional.

Se identificaron cambios genéticos que estan involucrados a procesos metabdlicos y
fisiolégicos. Sin embargo se hace importante revalidar y cotejar los cambos a nivel
fisiolégico asi como distinguir la frecuencia poblacional de estos polimorfismos entre los

ambientes en los que se distribuye la especie.
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Conclusiones generales

Se reconocieron en el transcriptoma de P. pinceana 47,510 genes transcritos, de los
cuales se encontré la descripcién y funcion de 35,916.

Este trabajo ejemplifica el alcance y el rendimiento de las técnicas de NGS, para entender
las respuestas genéticas activas, reconocer la diversidad genética en genomas grandes y
esbosar las relaciones entre el genotipo, el fenotipo y el ambiente.

La caracterizaciéon del transcriptoma de una conifera depende tanto de la calidad y la
diversidad de la muestra, asi como del avance tecnoldgico y del reconocimiento de genes
de especies de grupos filogenéticos cercanos.

El mapeo de rutas de metabdlicas facilita la comprension de funciones, formas de
regulacion y respuestas ante estimulos y/o condiciones especificas. Se encontraron asi,
promotores e intermediarios de rutas de fitoalexinas ruta que no ha sido bien
caracterizada en coniferas.

La distribucion de P. pinceana esta restringida por las caracteristicas de la temperatura y
precipitacién, aspectos que permiten plantear estudios que evidencien las repercusiones
de los cambios abientales dado que existe un gradiente ambiental que aumenta las
condiciones aridas en el extremo Norte de la distribucién.

En la organizacion de la morfologia foliar hay diferencias en las cubiertas cerosas y en la
organizacion de los estomas. Siendo que la abundancia en ceras y estomas en la cara
adaxial aumenta al mismo tiempo que las condiciones aridas. Sin embargo en este
estudio no se corroboro estadisticamente esta relacion, pero para otras especies en la
literatura se atribuyen como una respuesta a cambios climaticos en el ambiente.

La variacion genética, a partir de polimorfismos y expresién diferenciales, sugieren que se
expresan distintos mecanismos de resistencia a patdgenos, control hidrico y
termorregulacion que reflejan una pauta de cambios ecoldgicos y fisioldgicos. No obstante
se hace importante revalidar y cotejar los cambos a nivel fisiolégico ademas distinguir su

frecuencia poblacional.
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Perspectivas

Las bases de este trabajo permiten dar seguimiento al planteamiento de un estudio de
asociacion, que procure una comparacion poblacional de los cambios morfologicos y
genéticos que se destacan en este trabajo, que permita explorar alternativas para
reconocer si P. pinceana ha modulado un proceso de adaptacion a la diversidad de su
ambiente, que pueda descartar los efectos de la plasticidad de los caracteres y los efectos
epigenéticos.

Para los cambios genéticos se sugieren las siguientes consideraciones: (1) Determinar el
efecto estructural y fisiolégico del cambio de los genes candidatos, (2) Validar la
frecuencia de los cambios genéticos en tejido haploide (megagametofitico), para descartar
falsos positivos debidos a cambios heterocigos en tejido diploide, (3) Evaluar si hay una
efecto sinténico (multilocus y/o poligénicos) dentro de los polimorfismos, (4) Analizar los
cambios de expresion en muestras en tejidos especificos, estadios de crecimiento para
reconocer dinamicas y los patrones especificos de expresioén, (5) Correlacionar los loci,
mutaciones y cambios de expresion a los fenotipos especificos.

Procurar consolidar un enfoque cuantitativo que permita analizar la heredabilidad (h) de
los rasgos fenotipicos, considerando: (1) Una evaluacidon morfométrica de caracteres
foliares con una muestra mas grande, que procure analizar si existe una variacion
individual y diferencias poblacionales, (2) La elaboracién de trasplantes reciprocos con el
objetivo de evaluar la plasticidad fenotipica, (3) Cuantificar las diferencias en los factores
abidticos y cambios altitudinales en las zonas de distribucion, que se han sefialado en la

literatura como determinantes para la organizacion de la anatomia foliar.

50



Glosario

BLAST [Basic Local Alignment Search Tool]: Algoritmo computacional que realiza comparaciones
entre secuencias permite distinguir a partir de la similitudes, relaciones funcionales y filogenéticas.

Cobertura: parametro para la cuantificar el nimero promedio de lecturas secuenciadas por locus,
también se reconoce como profundidad de secuenciacion. Puede ser calculada por la longitud
acumulada de reads o pair reads como multiplo del tamafio del genoma.

Contig: Construido a partir de las superposiciones fragmentos de secuencias (reads).

Ensamble: Algoritmo de superposicion por consenso estructural o de graficos de Bruijn de contigs
para generar secuencias consenso.

Ensamble De novo: Tipo de ensamble que no utiliza un mapping o secuencias de referencia.

Etiquetado: Caracterizacion de las secuencias en formas genéticas, genes o isoformas con
informacién funcional y descriptiva.

EST [Expressed Sequence Tag]: secuencia de transcritos especificos.

Gene Onthology (GO): Base de datos clasificada a partir de las caracteristicas funcionales, entre
las especies y la funcionalidad de los genes.

Inserto: fragmentos cortados al azar (desde el genoma o transcriptoma) secuenciados.

Libreria: Conjunto de fragmentos de DNA o RNA.

mRNA: RNA mensajero

Mapping: alineamiento de reads con un genoma de referencia.

N50: Estadistica de un conjunto de contigs (scaffolds) reconocida como la longitud para la cual la
coleccion de todos los contigs de longitud o mas largo que contiene al menos la mitad del total de
las longitudes de los contigs

ORF [Open Reading Frame] marco de lectura abierto

Pair-ends: reads pareados de secuenciacion que derivan de | secuenciacion por ambos extremos
de la misma molécula de cDNA.

Reads: secuencia producida por la secuenciacién una molécula de cDNA.

RIN: indice de Integridad del RNA

rRNA: RNA ribosomal

Script: Archivo que enlista los comandos que se requieren para ejecutar un programa escritas en
un determinado lenguaje de programacion.

SNP: Single Nucleotide Polymorphism. Una unica base de diferencia se encontré al comparar la
misma secuencia de ADN de dos individuos diferentes.

Scaffold: unién de contigs que no se superponen ordenados a partir de los extremos.
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