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RESUMEN

Hymenoglossum cruentum es una planta epifita vascular perteneciente a la familia
Hymenophyllaceae, estas plantas son capaces de tolerar la desecacién por periodos prolongados
manteniendo en un estado deshidratado, sin sufrir un dafio celular irreparable, siendo capaz de
restablecer sus funciones una vez que se rehidrata. El entendimiento de los mecanismos de
tolerancia presentes en H. cruentum podria ayudar a mejorar las herramientas de ingenieria
genética para la tolerancia a estrés hidrico en cultivos de importancia comercial. Sin embargo, la
escasa informacion presente en las bases de datos (3 secuencias en total) dificultan los estudios a
nivel genético en esta planta. Hoy en dia, el desarrollo de nuevas tecnologias de secuenciacién
permite la secuenciacién del transcriptoma de organismos sin la necesidad de poseer un genoma de
referencia (de novo). El transcriptoma de H. cruentum fue secuenciado en tres etapas en un ciclo de
desecacion-rehidratacion utilizando la plataforma lllumina MiSeq y ensamblado de novo, con el fin
de identificar genes diferencialmente expresados que puedan relacionarse con mecanismos de
tolerancia a desecacion.

El andlisis estadistico mostré una variacién significativa (P<0.05) en 297 genes durante el ciclo
de desecacidn-rehidratacion, la identificacion se llevé a cabo utilizando el programa BLAST+ con la
base de datos UniProt, siendo posible identificar cinco grupos interesantes de genes. El primero, un
grupo de proteinas hidrofilicas llamadas LEA (detectandose los grupos ASR1, LEA-D113 y Dehidrinas)
relacionadas con la estabilizacién de componentes celulares, la abundancia relativa de este grupo
se incrementa de un 13.2 a un 28% durante el ciclo. Un segundo grupo de péptidos hidrofdbicos
llamados RCI (Rare cold-inducible) de los cuales se ha descrito una funcién protectora asociada a
membranas. Un tercer grupo de componentes del citoesqueleto, la expresion de la cadena ligera de
dineina y una proteina formina se vieron alteradas, sugiriendo cambios en el citoesqueleto durante
el ciclo de desecacién-rehidratacion. Un cuarto grupo de genes fueron los relacionados con
respuesta a estrés oxidativo (Ferritina, glutation-S-transferasa y Catalasa) y por ultimo un grupo de
factores de transcripcion (DREB y DOG1). Estos resultados sugieren que los mecanismos de
estabilizacion y las enzimas de detoxificacion juegan un rol importante en la tolerancia a la

desecacion de H. cruentum.



SUMMARY

Hymenoglossum cruentum is an epiphyte filmy fern from Hymenophyllaceae family, these
plants are capable of survive long periods of desiccation maintaining a dehydrated state without
suffering significant cellular damage, being able to recover functionality after rehydration.
Understanding tolerance mechanism in H. cruentum can help to improve genetic engineering
tools for desiccation tolerance in crops with commercial importance. However, the lack of
information (3 sequences stored in databases) has hampered the molecular approaches in H.
cruentum. Nowadays development of new sequencing technologies allows sequencing
transcriptomes of organism without the need of a reference genome (de novo). H. cruentum
transcriptome was sequenced in three stages during a desiccation-rehydration cycle with
Illumina MiSeq platform and the data was assembled de novo to identify differentially expressed
genes that may be related with mechanisms of desiccation tolerance.

The results from statistical analysis showed 297 genes that vary significantly (P<0.05) their
expression level during dehydration and rehydration. Identification was carried out using
BLAST+ software with UniProt database, being able to identify five interesting groups of genes.
First, a group of hydrophilic proteins named LEA (detecting groups ASR1, LEA-D113 and
Dehydrins) related to cellular components stabilization, this group increases their relative
abundance from 13,2% to 28%. Second, up regulation of highly hydrophobic peptides bamed
RCI (Rare Cold-Inducible) that has been shown to be localized in membranes performing a
protective role. Third, a group of cytoskeleton components, the expression of dynein light chain
and formin-like protein were altered, suggesting changes in cytoskeleton during desiccation-
rehydration cycle. Fourth, a group of stress related proteins, up regulation of oxidative stress
response (Ferritin, glutathione S-Transferase and Catalase) and finally two transcription factors
(DREB and DOG1). These data suggest that stabilization of cellular components and

detoxification enzymes may be important mechanism of desiccation tolerance in H. cruentum.



1. INTRODUCCION

El estrés hidrico es un factor importante en la rentabilidad de un cultivo comercial, ya que
la disponibilidad de agua esta directamente relacionada con la generacién de biomasa en
plantas, es por esto que programas de mejoramiento genético se han enfocado en buscar
plantas que sean tolerantes al estrés hidrico.

Para mejorar la tolerancia al estrés hidrico se ha recurrido al estudio de organismos
capaces de tolerar una gran pérdida de agua (90% - 95% del contenido intracelular), estos
organismos poseen mecanismos capaces de resistir la perdida de agua sin sufrir un dafio celular
gue impligque la muerte celular. En este grupo de organismos se encuentran representantes del
reino plantae, si bien la mayoria de ellos corresponde a plantas no vasculares, tales como
liguenes, musgos y briofitos, existe un reducido grupo de plantas vasculares que poseen
tolerancia a la desecacion.

Las plantas vasculares tolerantes a la desecacion se conocen como plantas de
resurreccion, su nombre es debido a su caracter poiquilohidrico, es decir ajustan su contenido
relativo de agua intracelular dependiendo de la humedad relativa del ambiente. Pueden tolerar
incluso contenidos de agua menor a un 10% sin sufrir dafio celular, manteniéndose en un
estado inactivo, lo que permite que recupere su funcionalidad una vez que exista disponibilidad
de agua en el ambiente, esto es lo que se denomina “resurreccion”.

Las plantas de resurreccion son de gran interés dado el grado de tolerancia a la desecacion
que presentan, es por ello que se han realizado diversas aproximaciones fisioldgicas vy
moleculares para comprender los mecanismos que utilizan.

Entre las aproximaciones moleculares, el estudio de la expresidon génica de un individuo
sometido a estrés es capaz de entregar genes candidatos de los cuales su expresioén se relaciona
directamente con el estrés, siendo posible de esta forma identificar mecanismos de tolerancia al
estrés hidrico.

Esta aproximacion ha permitido la identificacion de diversos mecanismos entre los que se

encuentran la expresion de genes que codifican proteinas con funciones protectoras tales como



las proteinas LEA (late embryogenesis abundant) y otras proteinas hidrofilicas, la expresién de
genes con funciones reguladoras (factores de transcripcién y ARNs), genes codificantes para
enzimas relacionadas con el metabolismo de carbohidratos para la sintesis de solutos
compatibles y la expresién de genes que codifican proteinas involucradas en el transporte de
agua y otras moléculas.

El estudio en las plantas de resurreccién como modelo de tolerancia a la desecacion ha
sido bastante diverso debido a su amplia distribucion geografica, abarcando principalmente el
hemisferio sur de Africa, India, Australia y América del Sur. En Chile se encuentran
representadas por cuatro géneros (Hymenophyllum, Serpyllosis, Trichomanes e
Hymenoglossum), que se distribuyen principalmente desde la regidon del Maule a la regién de
Magallanes. Abarcando un gradiente de precipitacion y temperatura amplio, desde una zona
tipicamente mediterrdnea hasta los bosques magallanicos con un clima templado lluvioso o
templado frio.

Para el presente estudio se utilizaron muestras de Hymenoglossum cruentum presentes
en la parque Katalapi de la provincia de Llanquihue, Regién de Los lagos.

El transcriptoma de H. cruentum fue secuenciado utilizando la técnica de secuenciacion
por sintesis en plataforma Illlumina, lo que permite obtener millones de copias de los ARNm que
estaban presentes en las diferentes condiciones evaluadas. La ventaja de las técnicas de
secuenciacion masiva, es que actualmente la necesidad de un genoma de referencia necesario
en el caso de miacroarreglos se ve subsanada por la presencia de algoritmos capaces de
reconstruir los transcritos presentes en las muestras, permitiendo la secuenciacién de este tipo
de organismos los cuales no presentan su genoma secuenciado.

La secuenciacidon permitird la identificacion de genes candidatos en las condiciones de
estrés hidrico, que podrian ser responsables de la tolerancia a la desecacion mostrada por H.

cruentum.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Estrés hidrico en plantas

Los tejidos vegetativos de la mayoria de las plantas vasculares son incapaces de sobrevivir a
condiciones ambientales donde exista una baja disponibilidad de agua, dicha tolerancia sélo se
ha visto presente en tejidos reproductivos (polen, esporas y semillas). Es por ello que se han
desarrollado programas de mejoramiento genético enfocados en el estudio de organismos
tolerantes a la desecacién en la busqueda de mecanismos que pudiesen ser transferidos a
especies suceptibles al estrés hidrico (Peters et al., 2007).

La tolerancia a la desecacion se ha definido como la habilidad de un organismo para
equilibrar su contenido relativo de agua intracelular con el potencial hidrico del entorno,
pudiendo perder la mayoria de su agua intracelular (>90%), sin generar dafios irreversibles en el
organismo, permitiendo volver a sus funciones normales una vez exista nuevamente la
disponibilidad de agua en el ambiente (Alpert P., 2000).

La tolerancia a la desecacion ha sido observada a través de todo el reino plantae, siendo mas
comun en liquenes, briofitos, helechos y una caracteristica escasa en plantas vasculares,
encontrada en cerca de 330 especies (Porembski y Barthlott, 2000). Estas plantas vasculares que
presentan tolerancia a la desecasion en sus tejidos vegetativos, son también llamadas plantas

de resurreccion (Gaff DF, 1971).

2.2 Plantas de resurreccion

Las plantas de resurreccién son un pequefio grupo de plantas angiospermas vasculares
tolerantes a la desecacidn, que son capaces de resistir pérdidas severas de agua, encontradas
principalmente en lugares donde la lluvia es estacional y esporadica (Gaff DF, 1987). En estas
condiciones se ven sometidas a constantes ciclos de desecacidn y rehidratacion durante el afio,
siendo capaces de mantener sus tejidos desecados por meses hasta que exista nuevamente

disponibilidad de agua, momento en el cudl se rehidratan y recuperan sus actividades



fisiolégicas (Bernacchia et al. 1996).

El entendimiento de los mecanismos fisiolégicos y moleculares que poseen estas plantas
para tolerar la desecacion de sus partes vegetativas, deberia facilitar el mejoramiento de los
cultivos frente al estrés hidrico (Toldi O. et al., 2009; Bartels D. et al., 2001). Sin embargo las
diversas aproximaciones en protedmicas y transcriptémicas, han sido obstaculizadas por la falta
de informacién gendmica y bases de datos de EST (Expressed Sequence Tags) que apoyen los
estudios en plantas de resurrecciéon (Moore JP et al., 2009). Debido a esto, estudios como los
realizados en los proteomas de hojas en Xerophyta viscosa durante la desecacion, han permitido

identificar una baja cantidad (30%) de los polipéptidos presentes (Ingle RA et al., 2007).

2.2.1 Mecanismos bioquimicos y fisioldgicos.

El plegamiento de las hojas es uno de los cambios mas notorios en las plantas de resurreccidn
sometidas a desecacién, este permite reducir el daio oxidativo causado por la radiacién UV
(Gaff DF et al., 1989). Este mecanismo es importante para la tolerancia a la desecacién, ya que
se ha comprobado que plantas como Craterostigma wilmsii no sobreviven a la desecacion
durante el dia si se previene mecanicamente el plegamiento de las hojas (Farrant JM et al,,
2003). Un mecanismo bioquimico importante durante la desecacion es la acumulacién de
azucares solubles como la glucosa mediante la degradacion del almidén (Crowe JH et al., 1998).
Ademas de un rol en el ajuste osmético durante la desecacidn, la funcién protectora de estos
azucares puede incluir la estabilizacion de las células desecadas mediante la formacion de
cristales en un proceso llamado vitrificacion (Ramanjulu S y Bartels D, 2002). La vitrificaciéon
ademads de proteger el dafio en organelos, los cambios conformacionales de las proteinas y la
fusiéon de las membranas, también ayuda en disminuir la produccién de radicales libres al
relentizar las reacciones quimicas (Buitink J y Leprince O, 2004;Crowe JH et al., 1998; Hoekstra
FA, 2005). Considerdndose uno de los mecanismos importantes en respuesta a la desecacidn

presente en plantas de resurreccién.



Otros compuestos sintetizados durante la desecacidon son los solutos compatibles, moléculas
organicas no tdxicas tales como prolina, manitol y glicina-betaina (Chen TH y Murata N, 2002). Si
bien la acumulacién de solutos compatibles provoca un aumento en la osmolaridad y por ellos
sirve para disminuir el eflujo de agua desde la célula, su principal funcién es la estabilizacién de
los componentes celulares (Hare PD et al., 1998).

2.2.2 Estrés mecanico durante la desecacion.

Un problema que se presenta durante la desecacion es la reduccion del volumen celular,
dado principalmente por la pérdida de agua desde las células provocando el encogimiento de la
vacuola central. Esto provoca una tension entre el plasmalema vy la pared celular, la cual exhibe
una elasticidad limitada. Si la membrana celular se despega de la pared celular, las conexiones
del plasmalema se romperian, siendo letal para la célula (Cosgrove D.J., 2000).

Se han adquirido adaptaciones para reducir el estrés mecdnico, tales como la presencia de
un plegamiento de la pared celular acompafiando el encogimiento del protoplasto, provocando
la contraccion de la célula completa evitando el desgarramiento del plasmalema desde la pared
celular (Farrant J.M. y Sherwin H.W.,1997; Thomson W.W. y Platt K.A. 1997). Recientemente se
ha visto en plastas de resurreccion como C. wilmsii o M. flabellifolius un alto grado de
flexibilidad en su pared celular, dado principalmente a una composicién especifica en la pared
celular. En C. wilmsii, se ve un incremento significante de xiloglucanos y pectinas no
esterificadas en la pared celular en respuesta a la desecacion, también observdndose una
reduccion de glucosa en la fraccién de hemicelulosa (Vicré M. et al., 1999; Vicre M. et al., 2004).
Estos cambios ayudan a mejorar la fuerza tensora de la pared celular, permitiendo su

contraccion y plegamiento sin colapsar durante la desecacion.

2.2.3 Expresion génica.

Pocas plantas de resurreccion han sido estudiadas a nivel molecular, las mas utilizadas han
sido Craterostigma plantagineum, Xerophyta viscosa, Xerophyta humilis, Sporobolus stapfianus

y Boea hygrometrica. De estos estudios se ha desprendido que la expresidon génica en plantas de



resurreccion cuando se someten a estrés hidrico, se orienta principalmente a la sintesis de
moléculas protectoras tales como azucares solubles (Bartels D.y Hussain S., 2011). Sin embargo,
existen genes que pueden actuar de forma directa, siendo codificantes para proteinas
protectoras incluyendo hidrofilinas y enzimas detoxificantes, y productos génicos con funcién
reguladora (proteinas y ARNs), ademas una respuesta indirecta de genes codificantes para
enzimas relacionadas con el metabolismo de carbohidratos y proteinas envueltas en el
transporte de agua (Bartels D., 2005).

Las investigaciones a nivel de transcritos en plantas de resurreccidon se remontan al afo
2000, cuando Neale et al. construyeron una libreria de ADNc de hojas sometidas a desecacidn
de la planta Sporobolus stapfianus, donde se encontraron genes relevantes para la tolerancia a
la desecacion tales como proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant) y ELIP (Early Light-
Inducible Protein). Siguiendo con aproximaciones mas globales para el estudio de patrones
expresidon génica, como la construccion de microarreglos por parte de Collet et al.(2004) con
424 ADNc, permitiendo la comparacion de los transcriptomas en estado desecado e hidratado
de Xerophyta humilis. Estas aproximaciones han permitido la identificaciéon de diversos genes
relacionados con una tolerancia al estrés hidrico, siendo una importante fuente de informacién
para entender los mecanismos moleculares presentes en la planta durante la desecacién e
identificar cuales genes deben ser necesariamente expresados para que exista tolerancia a la

desecacion.

2.2.4 Proteinas reguladoras.

Los factores de transcripcién son las proteinas que regulan la transcripcidén génica al interior
de la célula, pudiendo actuar como interruptores que se encargan de responder frente a
estimulos externos tales como la desecacién. Sin embargo, se han realizado pocos estudios de
los mecanismos de regulacién de la expresién génica en plantas de resurreccion. Siendo el
grupo de investigacion de Bartels el mas activo en este campo, caracterizando varios elementos

reguladores en Craterostigma plantagineum, en donde se ha visto que las respuestas se



encuentran mediadas por vias de sefializacién que pueden o no depender de ABA (Acido
Abscisico), al igual que en plantas no tolerantes a la desecacién (Bartels D., 2005).

Dentro de los genes reguladores encontrados en estudios de desecacidn en Arabidopsis
thaliana (Yamaguchi-Shinosaki K. y Shinozaki K. 1993), se encontraron los elementos de
respuesta a la deshidratacién (DRE). Estos poseen importancia al estar presente en las regiones
reguladoras de muchos genes de respuesta a estrés hidrico donde actuan los factores de
transcripciéon DRE/CBF (DRE/C-repeat Binding Factor) (Stockinger et al., 1997; Liu et al., 1998).
Estos factores de transcripcidon poseen un dominio AP2, el cual es un motivo de union al ADN de
aproximadamente 60 aminoacidos, por lo que pertenece a la familia AP2/EREBP (Ehylene-
responsive element binding protein) la cual es importante para la regulacion del desarrollo floral

y la respuesta de plantas a estreses abidticos (Shigyo et al., 2006).

2.2.5 Cambios morfo estructurales

Uno de los efectos mas visibles durante la desecacién en plantas de resurreccién es el
plegamiento o enrollamiento de las hojas, las cuales se encuentran totalmente expandidas
cuando estan hidratadas y comienzan a curvarse durante la desecacién (Sherwin HW y Farrant
JM, 1998). Estudios en Craterostigma wilmsii han demostrado que esta adaptacion morfoldgica
tiene como objetivo la limitacién del estrés oxidativo generado por la incidencia de radiacidon
UV, siendo importante durante la desecacién en exposicidn a la radiacién solar (Farrant JM et
al., 2003).

Estos cambios morfoldgicos sugieren un reacondicionamiento de la estructura del
citoesqueleto en respuesta a los estimulos externos. Sobre esto, Wang C. et al. (2011) ha
destacado el rol que juega el citoesqueleto en la respuesta a estrés osmoético, siendo altamente

dinamico y complejo.



2.2.6 Fotosintesis

Durante la desecacion las plantas de resurreccidn inactivan su aparato fotosintético, lo que
pueden realizar de dos maneras, en plantas poiquiloclorofilicas se realiza mediante el
desensamblaje del aparato fotosintético, de esta forma evitar la acumulacidn de especies
reactivas de oxigeno (ERO). La capacidad fotosintética se recupera durante la rehidratacién
donde es resintetizado el aparato fotosintético. Este mecanismo es comun en plantas de
resurreccion que se mantienen desecadas por periodos largos. En plantas homeoclorofilicas, se
mantienen los componentes del aparato fotosintético, sin embargo son inactivados por
modificaciones estructurales en los cloroplastos y en las membranas de los tilacoides, este
mecanismo permite una recuperacion mas rapida de la actividad fotosintética, ya que no deben
sintetizar nuevamente sus componentes (Tuba Z. et al., 1998). Comun en plantas de
resurreccidn que se desecan en forma recurrente por periodos cortos.

Estudios en los cloroplastos de Craterostigma plantagineum (Alamillo J. y Bartels D., 2001) y
Sporobolus stapfianus (Neale A.D. et al., 2000) han encontrado la presencia de proteinas con
alta similitud a ELIPs (Early light-inducible protein). Estas proteinas se sintetizan en tejidos
expuestos a un exceso de luz u otro estrés abidtico que puedan causar un exceso de radicales
libres (Montane M. et al., 1997). Son descritas como componentes de la membrana de los
tilacoides que tienen unién a pigmentos, postulando que poseen roles protectores frente al
dafio foto oxidativo en el cloroplasto (Zeng Q. et al., 2002), ademas preservan los complejos
proteina-clorofila evitando que se degraden (Montane M. et al., 1997) y mantener bajo los

contenidos de clorofila libre en condiciones de estrés (Hutin C. et al., 2003).

2.2.7 Proteinas hidrofilicas.

Existe un grupo de proteinas altamente hidrofilicas, conocidas como proteinas LEA (Late
embryogenesis abundant). Estas proteinas se acumulan en altos niveles durante la adquisicién
de tolerancia a la desecacién en semillas en las Ultimas etapas de la maduracién y en érganos
vegetativos durante la desecacion, por lo que sugieren un rol protector frente al estrés hidrico

(Dure L., 1993a; Hoekstra F.A. et al., 2001).



Si bien existen datos estructurales obtenidos por programas de modelacién y prediccién de
estructuras que sugieren una conformacion estructural para las diferentes familias de proteinas
LEA, se ha determinado experimentalmente que todas las proteinas LEA hidrofilicas poseen un
alto grado de inestabilidad cuando se encuentran en solucién (Dure L. et al, 1989; Dure L. et al,,
1993b), esto debido a que se encuentran en conformacién “random coil”, es decir, forman una
gran cantidad de puentes de hidrégeno intermoleculares con moléculas de agua vecinas y pocos
puentes de hidrégeno intramoleculares entre sus residuos (Tompa P., 2002; Tompa P. et al.,
2005).

Se sugiere que estas proteinas cumplan un rol de chaperona, con el que mantiene la
estructura de las proteinas en condiciones de desecacidén o congelacién. Es por ello que se han
realizado experimentos para determinar la capacidad de estabilizar proteinas durante ciclos de
desecacion-rehidratacién, donde se ha visto que las proteinas LEA son capaces de mantener la
actividad de las enzimas e impiden su agregacion de una forma dependiente de la
concentracion a la que se encuentren (Goyal K. et al., 2005).

Se han realizado experimentos donde se expresan algunas proteinas hidrofilicas (LEA) en
plantas, donde se ha visto un incremento en la tolerancia al estrés hidrico donde se ha visto un
retraso en la presencia de dafio, con una mejor maquinaria antioxidante y un mejor balance
mineral, como reflejo de bajos niveles de perdxido de hidrégeno y peroxidacion de lipidos (Brini

F. et al. 2007; RoyChoudhury A. et al., 2007).

2.2.8 Estrés Oxidativo.

Las especies reactivas de oxigeno son comunes en los organismos aerdbicos, se estima que el
1% del oxigeno consumido por plantas se deriva a la produccidon de especies reactivas de
oxigeno (Asada K., 2006). Los radicales libres en plantas estan involucrados en diversos procesos
de sefializacidn celular como el envejecimiento, la caida de las flores, la respuesta a heridas y
ataques de patdgenos, ademds de ser una respuesta recurrente en condiciones de estrés

(Bowler C. et al., 1992).



La generacion de ERO en bajas concentraciones es necesaria para actuar como aceptores de
electrones para la disipacion de energia o como moléculas de sefalizacidn celular, sin embargo
estas pueden formar especies dafiinas para componentes celulares importantes. En presencia
de iones metalicos (tales como Hierro) el superoxido y el peréxido pueden reaccionar en la
ecuacion de Haber-Weiss (Figura 1) para formar radicales hidroxilos (Bowler C. et al., 1992;

Edreva A., 2005).

Fe?*, Fe'*
H.O0: 4+ 0 ———— OH™ + 0, + OH -

Figura 1 Reaccion de Haber-Weiss

En condiciones de déficit hidrico los estomas se cierran limitando el flujo de CO, al
cloroplasto, inhibiendo la fijacion de carbono y causando la sobre excitacion de las clorofilas, las
cuales transfieren su energia al oxigeno generando singletes y especies reactivas de oxigeno. Los
radicales hidroxilos se encuentran entre las especies mas reactivas conocidas, capaces de
reaccionar indiscriminadamente, pudiendo causar peroxidacién de lipidos, denaturacion de
proteinas, y mutaciones en el ADN (Fridovich 1., 1986). Para controlar los niveles de ERO existen
sistemas antioxidantes que se encargan de remover el exceso y mantener un balance redox al
interior de las células, evitando las alteraciones que pudiesen provocar su ausencia 0 exceso

(Edreva A., 2005; Apel Ky Hirt H., 2004).

Fe2 *OH
Fes3+
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Figura 2 Mecanismos de detoxificacion de superoxido.



Entre los mecanismos enzimaticos para el control de la homeostasis redox se encuentran
la superdxido dismutasa (SOD), la cual es la encarga da de la etapa inicial de detoxificacion
al catalizar la dismutacién del - O, a peréxido de hidrégeno (H,0,), el cudl posteriormente
puede ser convertido a agua por la Catalasa y Glutatiéon Peroxidasa (GSH-Px) (Baier M. y Dietz
K.J., 2005; Dietz K.J. 2003).

Diversos estudios donde se han sobre expresados proteinas relacionadas con la
proteccion frente a estrés oxidativo, han demostrado que el aumento en la expresidén de estas
proteinas puede aumentar la tolerancia a estrés salino, asi como hidrico (Badawi G.H. et al.,
2004; Wang F. et al.,, 2005). Sugiriendo un posible mecanismo presente en plantas de
resurreccion para evitar la sobre produccion de EROs durante la desecacién, de esa forma

reduciendo el dafio asi como lo observado en Xerophyta viscosa (Mowla S.B. et al., 2002).



3. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

3.1 HIPOTESIS

La desecacidon conlleva a la expresion de genes encargados de llevar a cabo mecanismos
especificos tales como sintesis de proteinas estabilizadoras de la estructura celular, sistema
antioxidante y mecanismos de proteccion del aparato fotosintético, lo que otorga la tolerancia a

la desecacién en Hymenoglossum cruentum.

3.2 OBIJETIVO GENERAL

¢ Analizar el transcriptoma de Hymenoglossum cruentum durante un ciclo de desecacién-

rehidratacion para la busqueda de genes asociados a la tolerancia a la desecacion.

3.3 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Comparar los transcriptomas de los estados hidratado, desecado y rehidratado para la

eleccién de genes diferencialmente expresados.

¢ |dentificar genes diferencialmente expresados y buscar su funcién en las diferentes etapas del

ciclo de desecacion-rehidratacion.



4. METODOLOGIA

El diseno experimental se realizd en el laboratorio de Fisiologia y Biologia Molecular
Vegetal de la Universidad de La Frontera, Temuco. Las muestras fueron posteriormente
enviadas a secuenciar al Laboratorio de Gendmica y Bioinformatica de la Universidad Mayor,
campus Huechuraba, Santiago. Finalmente el analisis bioinformatico se realizé en el Laboratorio
de Fisiologia y Biologia Molecular Vegetal en conjunto con el Centro de Modelacion y

Computacién Cientifica de la Universidad de La Frontera.

4.1 Diseiio experimental

Las plantas de Hymenoglossum cruentum fueron colectadas desde el centro de
investigacion y educacion parque Katalapi, regién de Los Lagos y trasladadas al laboratorio de
Fisiologia y Biologia Molecular Vegetal, donde fueron mantenidas en un vivero con riego

automatizado.



:
|
.

S

Hidratado Desecacion Rehidratacion

Figura 3 Hymenoglossum cruentum en condiciones Hidratado (CRA = 99%) Desecado 7 dias (CRA = 19%) y Rehidratado
3 horas (CRA = 88%)

Para el ciclo de desecacién-rehidratacion, las muestras se mantuvieron con riego
constante por 4 horas donde se alcanzé un contenido relativo de agua (CRA) de 99%, la
desecacion se llevd a cabo suprimiendo el riego por 7 dias, y la rehidratacién mediante la
reanudacién del mismo.

Las muestras fueron tomadas en el estado completamente hidratado (FH) después de 4
horas de rehidratacion, para el estado desecado con el fin de obtener informacién sobre la
expresion de los genes al comienzo y fin de la desecacién se realizd un pool conteniendo
muestras extraidas a las 4 horas comenzada la desecacion (CRA = 54%) y a los 7 dias de
desecacién (CRA = 19%), con el mismo objetivo de obtener informacién al comienzo y final del
estado rehidratado, se compuso un pool con muestras extraidas a los 15 minutos de riego (CRA

= 44%) y después de 3 horas de riego (CRA = 88%).
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Figura 4 Grafico del contenido relativo de agua durante las condiciones de hidratacién (FH), desecacidn inicial (DI), desecacién
final (DF), rehidratacion inicial (RI) y rehidratacion final (RF)

Los contenidos relativos de agua se calcularon utilizando la formula:
CRA = [(Pf — Ps)/(Pt — Ps)] * 100

Pf = peso fresco
Ps = peso seco

Pt = peso turgente

4.2 Obtencion y preparacion de las muestras de ARN.

Las muestras de ARN fueron extraidas a partir de aproximadamente 150 mg de frondas
pulverizadas con nitrégeno liquido, utilizando el kit comercial UltraClean™ Plant RNA Isolation,
el cudl se basa en una lisis celular para la liberacidn del material genético que es posteriormente
capturado mediante la utilizacion de columnas con membranas de silice, una vez en las
columnas se procede a realizar lavados con soluciones de etanol y finalmente se libera de la
columna con la aplicaciéon de agua libre de nucleasas tratada con dietil pirocarbonato (DEPC)

para su conservacion.



Las muestras de ARN fueron revisadas mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5%
p/v para visualizar la integridad de las muestras.

Debido a la presencia en ADN las muestras, fueron tratadas con DNAsa | e incubadas por
15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se realizé una purificacién utilizando las
columnas con membrana de silice del kit comercial E.Z.N.A. total RNA.

Las muestras fueron cuantificadas mediante espectrofotometria midiendo las
absorbancias a 260 nm y 280 nm de longitud de onda utilizando el equipo Infinite M200
Nanoquant Pro.

En base a las concentraciones y calidad se realizaron los pools descritos en el disefo
experimental, los cuales fueron precipitados con 2 voliumenes de etanol 100% y 0,1 volimenes
de acetato de sodio 3M (preparado con ADESI-DEPC) y enviados al centro de gendmica y

bioinformatica de la U. Mayor.

4.3 Secuenciacion en plataforma lllumina MiSeq
4.3.1 Bioanalyzer

La calidad del ARN fue confirmada mediante la utilizacién del equipo Agilent 2100
Bioanalyzer. Este equipo realiza una separacion en base a tamafo mediante la aplicacion de un
campo eléctrico, donde las moléculas mds pequefias migran a mayor velocidad, finalmente los
resultados son mostrados en forma de imagen y electroferogramas.

El software compara las muestras con los fragmentos del marcador para determinar la
concentracion e identificar los picos de ARN ribosomal de la muestra.

Una vez obtenidos los picos de ARN el software se encarga de estimar la calidad de este
mediante la asignacion de un valor RIN (Schroeder et al., 2006), el cual se basa en la integridad
de los picos (tamafio) y su relacion de area (285/18S > 2.0). La escala va de 1 a 10, donde 1
corresponde a las muestras mas degradadas y 10 para las muestras mas integras, siendo un

valor sobre 6.0 aceptable para la secuenciacion.

4.3.2 Preparacién de la libreria



La preparacién de la libreria se realizé con el kit TruSeq® Stranded Total RNA LT. El primer
paso es la remocién del ARN ribosomal utilizando oligonucledtidos con biotina especificos,
combinados con Ribo-Zero.

Después de la purificacion, el ARN es fragmentado utilizando cationes divalentes a altas
temperaturas. Luego de la fragmentacion se procede a la sintesis de la primera hebra de ADNc
utilizando una transcriptasa reversa y random primers. Finalmente se sintetiza una segunda
hebra utilizando una ADN polimerasa y se elimina el ARN con RNAsa H.

A los fragmentos de ADNc se le adiciona una base adenina y se ligan los adaptadores en
ambos extremos (Paired-end). Estos productos son purificados y amplificados por PCR para

crear la libreria final de ADNc.

4.3.3 lllumina MiSeq

La secuenciacion se llevd a cabo en la plataforma illumina MiSeq, con el sistema de
secuenciacion por sintesis en el que se generan millones de fragmentos en paralelo, siendo
adherido un nucledtido por ciclo y registrado durante la secuenciacidn. Se realizaron dos rondas

de 151 ciclos (2x151) utilizando 12 pM de la libreria ADNc de cada muestra.

Muestra Adaptador
HCF GTGAAA
HCD ACAGTG
HCR CGATGT

Tabla 1. Adaptadores correspondientes a las diferentes muestras.

Las muestras fueron secuenciadas en una reaccion multiplex, utilizando diferentes
adaptadores para cada una de ellas (Tabla 1.) permitiendo la separacion de las muestras una vez

terminado el experimento.

4.4 Analisis bioinformatico

El andlisis de control de calidad, alineamiento y estimacion de la abundancia relativa se

realizé utilizando el cluster “Troquil” operado con sistema Linux Enterprise Server, compuesto



por 96 procesadores Intel® Xeon® E5-4640 2.40 GHz y 192 GB RAM, ubicado en el Centro de
Modelacién y Computacidn Cientifica (CMCC) en la Universidad de La Frontera.

El analisis estadistico y busqueda en bases de datos se realizé utilizando un servidor
operado con sistema Ubuntu Linux v12.04, con procesador Xeon E3-1290 y 32 GB de memoria

RAM ubicado en el laboratorio de Fisiologia y Biologia Molecular Vegetal.

4.4.1 Control de calidad

Las nuevas plataformas de secuenciacion masiva generan una gran cantidad de
informacidn la cual no estd exenta de errores, pudiendo contener artefactos, errores de lectura
y contaminacion por adaptadores. Es por ello que es necesario realizar un filtrado de las
secuencias ya que pueden tener un impacto negativo en los analisis posteriores.

El software NGS QC Toolkit (Patel R.K. y JainM., 2012) basado en lenguaje de
programacion Perl contiene herramientas para el control de calidad y filtrado de las secuencias.
El filtro se realiza en base al valor de calidad Phred (Q Score), el cual representa la probabilidad

de que una base haya sido ingresada erréneamente.

Q score Error Certeza
10 len 10 90%
20 1en 100 99%
30 1 en 1000 99,9%
40 1 en 10000 99,99%

Tablal QScore: su equivalente en error y certeza.

El anadlisis se realizé utilizando el script IluQC de NGS QC Toolkit para eliminar las
secuencias con un valor de Q menor a 30, generando un nuevo archivo conteniendo un minimo

de certeza en la adicidn de bases de 99,9% y la estadistica de los datos.
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Figura 5 Flujo de trabajo Script llluQC.

4.4.2 Alineamiento: Trinity; inchworm, chrisallys y butterfly.

Trinity es un nuevo método para la reconstruccion de novo de transcriptomas a partir de
una gran cantidad de secuencias (RNA-Seq). Este software combina tres mddulos
independientes: Inchworm, Chrysalis y Butterfly, aplicados en dicho orden para el andlisis de
datos de secuenciacién masiva (Grabherr M. et al., 2011).

Trinity basa su metodologia en la utilizacion de un algoritmo extensivo que aplica grafos
de bruijn, la utilizaciéon de estos grafos permite la construccion eficiente de gran cantidad de
nodos, para la evaluacién de todas las posibles soluciones.

Inchworm realiza el ensamblaje de las secuencias utilizando k-mers para ubicar similitud
entre ellas, de esa forma las une pudiendo generar los transcritos del largo completo (gen
completo), sin embargo no es capaz de distinguir entre variaciones (isoformas) que pudiesen
existir en la muestras)

Chrysalis se encarga de agrupar los contigs generados por inchworm y dejando un grupo
para cada grafo de bruijn. Cada grupo representa el transcrito completo de un gen dado,
chrysalis se encarga de particionar el transcrito para su reensamblaje en busqueda de

isoformas.



Butterfly procesa cada grafo en paralelo, buscando las rutas entre las secuencias que
puedan llevar a la identificacion de una nueva variante del transcrito completo (Splicing

alternativo).

4.4.3 RSEM abundancia relativa

Para estimar la abundancia de los transcritos se utilizé el software RSEM (Li B. y Dewey
C. N., 2011), este programa permite el analisis transcriptomico sin la necesidad de tener un
genoma de referencia, permitiendo la utilizacién de secuencias dadas por el usuario, en este
caso se utilizaron las secuencias producidas por alineamientos de novo generado con Trinity.

RSEM realiza un alineamiento con el programa Bowtie entre las secuencias de referencia
con las lecturas generadas en la secuenciacién, de esa manera ir distribuyendo los fragmentos
entre los genes obtenidos con el alineamiento al utilizar Trinity, y estimar la abundancia relativa

convirtiéndola en un valor numérico.

4.4.4 Andlisis estadistico: edgeR

El andlisis estadistico se realizd utilizando el paquete edgeR (Robinson M.D.et al., 2010)
del software Bioconductor para la busqueda de transcritos expresados diferencialmente.
Utilizando un modelo de Poisson mas disperso para ajustar la variabilidad técnica y bioldgica. Se
utilizan métodos bayesianos para moderar el grado de dispersion mejorando la confiabilidad de
la inferencia.

Se aplicd un valor de significancia de 0,05% (IC 95%) para la seleccion de genes

candidatos en las tres condiciones evaluadas.

4.4.5 Identificacion de genes.

Para la identificacién de genes se realizdé una busqueda en base a la similitud de

secuencia, utilizando el algoritmo de busqueda BLAST+ con las bases de datos nr de genbank



(Benson D. et al., 2012), y swissprot y TrEMBL de UniProt (Leinonen R., et al. 2009) instaladas
localmente para la realizacién de busquedas multiples.

Se analizaron los marcos de lectura posible y esas proteinas fueron analizadas realizando
una busqueda integrada con el programa InterProScan (Quevillon E. et al., 2005) que integra
bases de datos de sitios y dominios conservados (como ProSite) las que pueden dar informacidn

respecto a la funcidn y a la familia de proteinas que pertenece la secuencia.



5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Extraccion de ARN

Las muestras de ARN posterior purificacion con DNAsa | se revisaron por medio de

electroforesis en gel de agarosa 1.5% para confirmar su integridad,

HCD11 HCD12 HCD21 HCD22 HCR11 HCR12 HCR21 HCR22

285
18S

Figura 6 Electroforesis en gel no denaturante al 1,5% de agarosa, se
observa la integridad de los ARN ribosomales 28S y 18S correspondientes
a cada muestra.

Las muestras de ARN fueron precipitadas para la formacion de pools que presentaran la
concentracion minima requerida por muestra (>1lug), reduciéndose a sélo 3 muestras

concentradas (hidratado = HCF, desecado = HCD y rehidratado = HCR).
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Figura 7 Electroforesis Bioanalyzer 2100
Carril 5 = HCF, Carril 6 = HCD y Carril 7 = HCR.

Por medio de la revision  mediante
Bioanalyzer se observé un valor de RIN de 6,8 para la muestra HCD (Figura 7B), siendo suficiente

para la secuenciacion. La muestra HCR y HCF no obtuvieron valores de RIN, pero en ellas se



observan a simple vista las bandas de las subunidades ribosomales ademas de poseer un patrén
similar a HCD (con RIN de 6,8), asumiendo la ausencia de RIN a limitaciones del programa de

analisis de imagenes.
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Figura 8 Electroferogramas muestras de ARN total, Bioanalyzer 2100
HCF = Hymenoglossum cruentum hidratado.

HCD = Hymenoglossum cruentum desecado.

HCR = Hymenoglossum cruentum rehidratado.

Si bien la muestra HCF no presenta una gran cantidad de picos (Figura 6A), esto se debe a
la gran concentracién de ARN contenida en las muestras lo que dificulta la diferenciacion del
patréon presente, a esto se le suma el error en la migracién lo que provocd una migracion mas
rapida dificultando la comparacién con los patrones presentes en la electroforesis. Al presentar
errores en la medicion (RIN = N/A) la calidad fue estimada visualmente mediante la

comparacion con los patrones de migracion de las muestras presentes (Figura 5).

5.2 Secuenciacion plataforma lllumina

Los resultados de la secuenciacién mostrados en la tabla 3, muestran que se generaron

13.984.369 lecturas, de las cuales 12.596.956 (98.99%) fueron identificadas como secuencias en



base a la presencia de sus adaptadores, de estas se estimé que un 31.17% de las secuencias

correspondian a HCF (1,31 Gb), un 34.79% a HCD (1,46 Gb) y un 33,04% a HCR (1,38 Gb).

Total Reads PF Reads % Reads CVv Min Max

Identified (PF)
13984369 12596956 98.9977 0.0548 31.1716 34.7868

Tabla 2 Resumen de la secuenciacion en lllumina MiSeq mostrando el nimero total de reads generados, el nimero de reads
que se consideran secuencias (PF Reads) y su porcentaje (% Reads Identified), la covarianza (CV) y el minimo (Min) y maximo
(max) porcentiaje obtenido para cada muestra.

Index Sample ID Project Index 1 (17) | Index 2 (15) % Reads
Number Identified (PF)

PROYECTO GTGAAA 31.1716
HELECHOS

2 HCD PROYECTO ACAGTG 34.7868
HELECHOS

3 HCR PROYECTO CGATGT 33.0392
HELECHOS

Tabla 3 Resumen de las muestras indicando el nimero de adaptador utilizando (Index Number) para cada muestra (Sample
ID) y la secuencia de su respectivo adaptador (Index 1) con el porcentaje de reads atribuidos a cada uno de estos (% Reads
Identified).

Total (million)
SEENREE

Q Score
Figura 9 Distribucion del valor Q en la secuenciacion.

En la figura 7 se observa la distribucién del valor de calidad Q de la secuenciacidn,

indicando que un 86,9% de los datos presente un valor superior a 30 (certeza 99,9%).



5.3 Analisis bioinformatico

5.3.1 Control de calidad.

Las muestras fueron filtradas eliminando de los archivos las secuencias que
tuviesen menos de un 70% de bases con un valor de Q menor a 30, condicién que

cumplié aproximadamente un 87% de estas.

Summary of quality check and filtering

O Primer/Adaptor comaminated reads (0.00%)
O High qualiy fikered reads (87.56%)
B Low quality reads (12.44%)

Figura 10 Resultados del filtro de calidad, en verde se ve la
proporcion de secuencias de buena calidad (~87%) y en rojo
las secuencias de baja calidad descartadas (~¥13%)

5.3.2 Analisis estadistico: edgeR

El analisis estadistico mostré 3310 transcritos expresados diferencialmente entre los
estados hidratado y desecado, y 2582 entre desecado y rehidratado.

A

Figura 11 Representacion de los genes expresados diferencialmente entre las
condiciones Hidratado-Desecado (A.) y Desecado-Rehidratado (B.) en relacién a su
abundancia (logcounts) y variacion (LogFC).



Se seleccionaron los transcritos que presentaran una mayor expresion diferencial entre
los estados hidratado, desecado y rehidratado en Hymenoglossum cruentum (P<0,05),
obteniendo 297 candidatos de los cuales 34 fueron considerados de interés en base a su

identificacidn y gran abundancia relativa presentada.

5.3.3 Analisis global del transcriptoma.

B Factores de Transcripcion

m
© .
= 10000,00 M Citoesqueleto
< 8000,00 W EUP
-2 6000,00 ™ LEA
=
2 000,00 = RCI
5 mROS
B 2000,00
<L ‘\ UBQ
00 - i
EH Desconocidas

Deh
Reh

Figura 12 Variacion de la abundancia relativa durante el ciclo de desecacidn-rehidratacion, FH = Hidratado, Deh = Desecado y
Reh = Rehidratado.

El andlisis global del transcriptoma (Figura 11) muestra el gran aumento en la expresion
de grupos de genes en relacidn a la expresion que poseian en estado hidratado. Destacando las
proteinas hidrofilicas (LEA) y estrés oxidativo como moléculas protectoras, y la proteina de
ubiquitinizacidn participando como reparacion para el recambio de proteinas mal plegadas.

En menor manera destacan las proteinas de unién a clorofila como agente protector
disminuyendo la proporcion de clorofila libre (Hutin C. et al., 2003), y la presencia de péptidos
hidrofébicos con posibles roles en la estabilizacion de las membranas.

Las proteinas desconocidas varian su expresion en respuesta a estrés hidrico, pero
dentro de su dinamismo a nivel de grupo solo poseen alta abundancia, sin variaciones

significativas.



Hidratado
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Figura 13 Variacion del porcentaje de transcritos expresados durante el ciclo de desecacion-dehidratacion.

En la figura 12 se puede observar como aumenta la proporcion de la expresién de
proteinas LEA desde 13% a 31% en respuesta a la desecacidon y se mantiene en un 28% en la
rehidratacion, destacando su importancia como mecanismo de respuesta. También se ven
aumentados los porcentajes de transcritos relacionados con estrés oxidativo y ubiquitinizacién
indicando una funcion de detoxificacion. El alto porcentaje de transcritos desconocidos se debe
a baja homologia de estas secuencias con otras disponibles en las bases de datos de proteinas
(UniProt) y ARN (RFAM).

5.3.4 Grupos de genes.

Los genes fueron agrupados segun funcién y/o familia de proteinas evaluar los diferentes

tipos de respuesta durante la desecacion.

e Proteinas reguladoras.

Se identificaron tres genes con respuesta a desecacién con posible funcién reguladora

ID

ORF

Secuencia de aminoacidos

comp14833 c0_seq
3

comp8097_c0_seq4d

compl6233 c0_seq
1

-1

+3

MVAPLCKPSSLKSSVSPSAQLHLTHRQHRGVRRRSWGKWVSEIREPNKRSRIWLGSFDTPDMAARA
YDAATLCLRGPNAKFNFPDCLPVLPSPVPTCPKEIQRIAAAAAATARPVSPTRPGSPPHTLVFKEPIACE
TVTPPIWLEATDQCFNNNRSNFSNSLQSFQNCNGSGLNCDIDWMDDLFRSHAPRSFQSMPLTCLDV

MTLLSRRGLSSDWWESLDALKSKLHYFLATATPDRDLSRLLSDTLARYSSSLTVSSVPNAIDIVSGEYCS
PFMSAFSWIGRWRPTTVIGLVYSVTSSALRSDGTKANGPIMGQLATPIAPLSQSQLRSLKDLRENIAQL
ESNLSDELRKLQTGIADANMVKALDLGRGKMVGEAMMNGQRVLDTKLTELQRLLSKADNLRVDSLR
SLFNLLTPVQAAYCVLASLNVAFALRQFR

MANKHARPPSGVRSSSSSSLPSALAPSSQDQHELKPKNVNDSTSPLASSPSRNCKHPVYHGIRQRRW
GKWVAEIRLPRNKARLWLGSFSSPAMAARAYDVAALSLKGDSAQLNFPEYAHSLPHPLTLSPRDIQIA
AAAAAGAW




Tabla 4 Secuencias y ORF de proteinas reguladoras presentes durante el ciclo de desecacién-rehidratacion.

compl14833_c0_seq3 y compl6233_c0_seql

Se identifican como proteinas DREB-like (AP2/ERF) con una cobertura de entre 10-16% pero
con una similitud mayor al 70% con los dominios AP2, ERE y de unidn al ADN, sugiriendo una

funcién reguladora.

InterPro Match [} Query Sequence 1 Description
1 o

| IPROO1471 | APZ/ERF domain

PROD3IGT » L— — E ETHRSFELEMNT
3.30.730. 10 ———— M no description

PEOD B4 T b W AP2

SMOD 380k ——————— B DNA-binding domain

P551032w O APZ_ERF

Figura 14 Resultado InterPro mostrando dominios encontrados en comp14833_c0_seq3.

InterPro Match [} Query Sequence 1 Description
1 143
| IPROOI471 | APZ2/ERF domain

PROD 367 » l — e [0 ETHRSPELEMNT

3.30.730.10w O [l no description
PFODB4AT e - W AP2
SMOO3E0w - [l DNA-binding domain
PS51032w O AFZ_ERF

Figura 15 Resultado InterPro mostrando dominios encontrados en comp16233_c0_seql.
comp8097_c0_seq4d
Existen coincidencias con diversos factores de transcripcién, pero con similitudes no
superiores al 55%, en InterPro se identifican dominios DOG1 (Delay of Germination), gen el cual
ha sido reportado especificamente en semillas y con funcién desconocida, pero posee un
dominio ABRE (abscisic acid responsive element) sugiriendo una funcién relacionada con las

rutas del 4cido Abscisico (Bentsink L. et al., 2006).

InterPro Match ¥ Query Sequence i Description
234
| IPROZ5422 | DOGC1 domain
Pl L ——— W DOGL

Figura 16 Resultado InterPro mostrando dominios encontrados en comp8097_c0_seq4.



Los resultados encontrados sobre la expresidn de los genes DREB coinciden con la

literatura al ser inducidos al ser sometidos a estrés hidrico y siendo encontrados principalmente

durante y posterior a la desecacion. Respecto a DOG1, esta proteina se ha reportado

exclusivamente en semillas por lo que es dificil clasificar el rol que posee, pero dada su ausencia

en la condicion hidratada se asume que responde a la desecacién activando la transcripcién de

proteinas de respuestas.
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400

300

200

100

comp14833_c0_seq3 compl6e233_c0_seql comp8097_c0_seq4d
25 120
| 30 | 100 —
80 —
| 15 |
60 —
| 10 |
40 —
— 5 — 20 —
T T 1 o T T 1 o T T 1
Hidratado Desecado Rehidratado Hidratade  Desecado Rehidratado Hidratado  Desecado Rehidratade

Figura 17 Abundancia relativa de los genes durante el ciclo de desecacion-rehidratacion (comp14833 y comp16233 = DREB-
like; comp8097 = DOG1).

e Proteinas del citoesqueleto.

Experimentos de protedmica realizados en otras plantas de resurreccidn (Physcomitrella

patens, Wang, X. et al.,, 2009) han demostrado un reacondicionamiento coordinado en el

citoesqueleto al variar la expresion de tubulina y actina. Sin embargo en H. cruentum no se

encontrd variacion en estas proteinas, si no que en proteinas asociadas a la estabilidad del

citoesqueleto (Formina y cadena ligera de la dineina).

ID ORF Secuencia de aminoacidos

MVWDKLRTGSFELNENEIQALFGFNNLSKNRQPAGPSVPAKKKGVLDSKKAQNIAIQLRALKVRTQD
ICDALLEGDGLNIELLEVLVKMSPAQDEQKALLDFGGDESELGPAERFLKAVLQVPNAFQRLEAMKFK
ASIKDDLSQVQESLQTLEAACREVRNNRLFLKLLEAVLKTGNRMNKGTNRGEAEAFKLDTLLKLSDVKS
ADGKTTLLHFVVEEIKAEGLRAFRANSESGSSANMPTTAPGLESQKSEEELKRKGLDVVLGLCTELENV
RKASGMDADALNQSVLKLASGLSSIQGRLKTSFQVQAHTSGVFPTEDSFCKNMEQFCSQAEDNVLRS
Comp20880_c0_seql -3 KEELDRVFDLVKQSASYFHGNLRETQPLRLFMIVNDFRSMLEKVCRDLAKPLKMKTRG

MLEGKAVVGETDMPILMQQHAMRCASQALDLHDLGDCQEIARFMKQEFDKCYGGGWQCVVGTS
Comp13913_c0_seql -3 rGspyTHTHGNFIVFCLEKLAFLLFKGIPACGFT

Tabla 5 Secuencias y ORF de proteinas asociadas al citoesqueleto durante el ciclo de desecacion-rehidratacion.



Comp20880_c0_seql

Posee sobre un 65% de similitud con proteinas Formin-like y presenta un dominio de
unién a actina. Estas proteinas contienen un dominio FH2 (Formin Homology), el cual interactua
con la actina formando un complejo que funciona como unidad de nucleacién (Goode B. L. y Eck
M. J., 2007).

Estudios en recombinantes de Arabidopsis thaliana, donde se han sobre expresado las
Forminas (FH1FH2) muestran una aceleracién en la velocidad de polimerizacion y nucleacién de

la actina (Yi K. et al. 2005).

InterPro Match [} Query Sequence 1 Description
1 399

| IPROO3ILO4 | Actin-binding FH2 /DRF autoregulatory
SMOD-A5E v - @l Formin Homology

Figura 18 Resultado InterPro mostrando dominios encontrados en comp20880_c0_seq1.

Comp13913_c0_seql

Similitud sobre el 80% con la cadena ligera de Dineina (Dynein light chain), ademds de su
funcién de cargo para el transporte intracelular, posee sitios de unién a tubulina y promueve el
ensamblaje de microtubulos. Estudios en la cadena ligera de dineinal (LC8) han demostrado
gue una sobre expresiéon de esta reduce la susceptibilidad de los microtibulos a la
despolimerizacién causada por el frio y el nacodazole en cultivos celulares, sugiriendo una

estabilizacidn de los microtubulos (Asthana J. et al., 2012).

InterPro Match [ Query Sequence i Description
1 97

| IPROOLIZVZ | Dynein light chain, type 1/2

3,30.740.10»
FTHR11 886w
PFO122 1w
S5F54648e

M no description

W DYMEIN LIGHT CHAIN
B Dynein_light

| Qs

Figura 19 Resultado InterPro mostrando dominios encontrados en comp13913_c0_seq1.



Los resultados concuerdan con los datos experimentales obtenidos a través de estudios
de protedmica en plantas de resurreccién (Physcomitrella patens, Wang X., 2009) en donde se
observé un reacondicionamiento del citoesqueleto durante la desecacidon. Destacando el
desensamblaje de los microtubulos, que en H. cruentum se obtendria mediante la disminucién
de la proteina (DLC1) una de las encargadas de conferir la estabilidad (Asthana J. et al., 2012) y
la expresion de formina durante la rehidratacién, promoviendo la nucleacién de los filamentos
de actina. No se encontraron variaciones en las proteinas tubulina y actina, manteniendo su
nivel de expresidon durante el ciclo de desecacion rehidratacion, sugiriendo un mecanismo
centrado en la polimerizacidon y despolimerizacidon en vez de la sintesis de los componentes,

concordando con la rapida velocidad de rehidratacion.

comp20880_c0_seql compl3913_c0_seql

120 35
100 — 30
an | 25
20

60 —
15

40 —
10

D T T 1 D T T 1
Hidratado Desecado  Rehidratado Hidratado Desecado  Rehidratadao

Figura 20 Abundancia relativa de los genes del citoesqueleto durante el ciclo de desecacion-rehidratacion.
Comp20880_c0_seql = Dynein Light Chain 1, comp13913_c0_seq1l = Formin-like protein.

e Fotosintesis

Se encontraron tres proteinas con dominios de unién a clorofila a/b que aumentaron su
expresion durante la desecacién y rehidratacion. De estas proteinas se identificaron dos
(comp19765_c0_seqly compl12199 cO_seql) como LHC (light harvest complex) y una en mayor

abundancia como ELIP (Early light inducible protein).



ID ORF Secuencia de aminoacidos

MAALGAVAVCSSSSIAGQTCLRPASNEVARKAGLDGVDYSRITMRKSVSKSSTSSFWYGPDRPKFLGP

FSADTPSYLTGEYPGDYGWDTAGLSADPETFSRNRQLEVIHARWALLGTLGIVTPEILAKNGVPIKEPI

WFKAGAQIFSEGGLDYLGNPSLIHAQSILATLAVQVVLLGAVEGYRVAGGPLGEVIDPLYPGGAFDPL
+3 GLADDPESFAELKVKEIKNGRLAMFAAFGFFVQAIVTGKGPIQNLEDHLADPAKNNAWAYATNFVPG

compl9765_c0_seql
- = Q-lIRSMFLEFDELNLWKEFSMKW

MVSAAVSHMSASRVVAVFQAASLLSRPRDVFSSSYFAAPLRVPGPVGRSLVVRCDTGEGNRSPLAAV
QKSSPSLTGIQEAVDKSTKEGITRRDIERNQAETTSEKRSFLGTQPASTMPWPRPEVERRPETGDRSLG
comp12199 c0_seql +1 SIFAVDGAAPETINGRMAM***

MAATSSVMSAAGAIVASSSMLTSRPAFESSPCAHAALMRLPGISRGLVVRCDAGKGKGPLETIQKSSP

SLTGIQDAVDKSTKKELSKSDIERHQAETTSEQQSAFGARPTSTVPWPRPEIERRPETGDRSLGSIFAFD
comp16196_c0_seq?2 +3  GAAPETINGRMAMVGFVWALVAEKLTGFTVIEQLFNPATTGLLFFGAVVQLFTVASVIPLVSGESTDA

RQWGPFNAKAERWNGRLAMMGFAALVLYEVIRQAPLIH

Tabla 6 Lista de genes con dominio de union a clorofila presentes en el ciclo de desecacién-rehidratacion.
comp19765_c0_seql y comp12199_c0_seql

Las secuencias presentan una similitud con proteinas LHC (light harvest complex) de 84 y
73 por ciento respectivamente, presentan un dominio de unién a clorofila a excepcién de
comp12199 c0_seql donde no se visualiza el dominio al ser un fragmento N-terminal de la

proteina, sin embargo se asume el rol al poseer alta similitud con LHC.

InterPro Mateh ) Query 5 a 1 Description
1 273

IPRO01344 Chlorophyll A-B binding protein, plant

FTHRZ1 645 » ey [l CHLOROFHYLL A/B BINDING PROTEIN

Figura 21 Resultado InterPro mostrando dominios de comp19765_c0_seq1.

InterPro Match [} Query Sequence 1 Description
1 155

nolPR unintegrated

segh — - M seg

Figura 22 Resultado InterPro mostrando dominios de comp12199_c0_seq1.

compl6196_c0_seq2

También posee dominios de unidn a clorofila y una alta similitud con LHC (66%), pero un

mayor porcentaje de similitud con ELIP (78%), destaca la abundancia de esta proteina siendo
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mucho mas alta que las proteinas LHC encontradas, pero manteniendo el mismo patrén
ascendente de expresion. Esta proteina se encarga de proteger contra el dafio foto oxidativo

presente durante la desecacién-rehidratacién.

InterPro Match ¥ Query Sequence i Description
1 244

| IPROZ 2796 | Chlorophyll A-B binding protein
PFODS504 e s —— B Chloroa_b-bind

Figura 23 Resultado InterPro mostrando dominios de comp16196_c0_seq2.

La expresién de estos genes en respuesta al estrés hidrico concuerda con lo visto en
otras plantas de resurreccion como Craterostigma plantagineum (Alamillo J. y Bartels D., 2001)
y Sporobolus stapfianus (Neale A.D. et al., 2000) en donde no presentan una expresion
significativa en estado hidratado, sin embargo, destacan presentan altos niveles de expresién

durante la desecacidon-rehidratacion.

compl9765_c0_seql compl2199_c0_seql complEl96_c0_seq2
250 1000

— 200 — 800 ——

— 150 — 600 —

— 100 — 400 |

— 50 — 200 —

T T 1 [0 T T 1 0 T T |

Hidratado Desecado Rehidratado Hidratado Desecado Rehidratado Hidratado Desecado Rehidratado

Figura 24 Abundancia relativa de los genes relacionados con la fotosintesis durante el ciclo de desecacion-rehidratacion.

compl19765_c0_seql/comp12199 c0_seql = LHCy comp16196_c0_seq2 = ELIP

e Proteinas hidrofilicas.

Coincidente con la literatura se encontraron tres proteinas altamente hidrofilicas en
respuesta a estrés hidrico, mostrando un gran incremento en su expresién durante la

desecacion-rehidratacion, sugiriendo una participacién importante en la tolerancia a la



desecacion mediante la formacidon de puentes de hidrégeno intermoleculares con el que se

estabilizan proteinas y componentes celulares (Reyes J. et al., 2005; Goyal K. et al., 2005).

ID ORF Secuencia de aminoacidos

MADQTSEVYVDPINTPIDPALADKIKKDKRNEHLGEMGAAAAGAYGLYEHHEGKKDPENAHRHKIEQEL
2 AAAAGLGAGGGALYEHHEGKKAKEGMGN

compl14632_cO_seql

PRy 1 1 MOTAKKTAATAKEKVANVTAKAEEKMEKGHASTQEKLDKTMAHDKTGKAAAHENKHAKEAAAE QAT
comp _CU_seq + HEKTAQNKVGAAAMKDDIHMQHRPPPPSVADTAAANVPPP

D o 5 1 MANIMNKVEEKLHMGGHKKEEPAVAAGQTTPVTEYGQAQTTPVTGYGQTQQMPYDGKTDLHGQTA
comp _CU_seq - PHESTMDKVKNTVKTKKGGRGKSGDGSSSSDSD

Comp4047 cO Seq]_ -2 MANIMDKVGEKLHMGGHKKEEPA™***

Tabla 7. Lista de proteinas hidrofilicas presentes en el ciclo de desecacion-rehidratacion.

comp14632_c0_seql

Se observd una homologia superior al 82% con la proteina ASR1 (Abscisic Stress-
Ripening) la cual pertenece al grupo 7 de las proteinas LEA, y comparte las mismas propiedades
fisicoquimicas que el resto de proteinas LEA. Siendo pequefas, estables al calor y con una
estructura altamente dinamica (Frankel N. et al., 2006; Goldgur Y. et al., 2007). Estas proteinas
ademas se inducen al ser sometidas a estreses abidticos (Doczi R. et al., 2005), es por ello que
diversos estudios las han propuesto como candidatas para la tolerancia al estrés hidrico y salino,

al observarse un incremento en la tolerancia al ser sobre expresadas (Yang et al 2005; Jeanneau

2002).
InterPro Matech ] Query Sequence i Description
1 a7
| IPROO3486 | ABA/WDS induced protein

PROZ 496w e [l ABA_WDS

Figura 25 Resultado InterPro mostrando dominios de comp14632_c0_seq1.



comp4045_c0_seql

Esta secuencia no presentaba homologia significante en la base de datos nr de GenBank,
siendo necesaria la traduccidn de sus marcos de lectura para analizar los dominios conservados,
en donde se clasificé como LEA-D113, perteneciente al grupo 4 de las proteinas LEA, y en base a
su tamafio (80-124 ad) se pueden clasificar como LEA 4A (Battaglia M. et al., 2008).

Al igual que otros grupos estas proteinas estan encargadas de la estabilizacion
intracelular, este grupo en particular por lo que su presencia y sobre expresién provoca una

tolerancia a la desecacion.

InterPro Match ¥ Query Sequence 1 Description
1 05
| IPROOSS513 | Late embryogenesis abundant protein, LEA-25fLEA-D113
PO D b ———————— W LEAL

Figura 26 Resultado InterPro mostrando dominios de comp4045_c0_seq1.

compl2617_c0_seq3 y compd047_c0_seql
Con similitudes superiores al 80% se identifican como Dehidrinas, pertenecientes al
grupo 2 de las proteinas LEA, siendo altamente hidrofilicas con un gran contenido de
aminodacidos polares y cargados. Esta proteina posee una estructura altamente inestable que no
puede ser ordenada con temperatura, ni con sales estabilizantes (Mouillon et al., 2006).
InterPro no encuentra sitios atribuidos a proteinas LEA, sin embargo presentan una alta
similitus con el extremo N-terminal de estas (80%), por lo que se asume su identidad como

proteinas LEA grupo 2.

InterPro Match ¥ Query Sequence 1 Description
1 98

nalPR | unintegrated
sege o Wl 2o

Figura 27 Resultado InterPro mostrando dominios de comp12617_c0_seq3



compl2617_c0_seq3 comp4047_c0_seql compld632_c0_seql
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Figura 28 Abundancia relativa de proteinas hidrofilicas durante el ciclo de desecacion-rehidratacion.
comp12617_c0_seq3/comp4a740_c0_seql = LEA grupo 2 (Dehidrinas), comp14632_c0_seql = LEA grupo 7 (ASR1) y
comp4045_c0_seql = LEA grupo 4A (LEA-D113).

e Proteinas Hidrofdbicas.

Se encontraron dos proteinas con similitud sobre el 90 por ciento a RClI (Rare Cold-
Inducible), las cuales son proteinas hidrofdobicas expresadas en condiciones de estrés

abidtico.

ID ORF Secuencia de aminoacidos

MGSATVVEVILAILLPPLGVFLRFGCAAQFWICLLLTILGYLPGIIYALYVLVG
compl7425 cO_seq -3

1




MANATFIDVILAIILPPLGVFLRFGCGVEFWICLGLTLLGYIPGIVYALYVLVG
comp4740_c0_seql +2

Tabla 7 Proteinas hidrofébicas RCI (Rare Cold Inducible) presentes en el ciclo de desecacién-rehidratacion.

compl7425 c0_seql y compd740_c0_seql

Son proteinas a las que se les han atribuidos roles de estabilizacién de las membranas en
condiciones de estrés (Medina J. et al., 2007). Se sobre expresan en diferentes condiciones de
estrés abidtico, pero destaca su sobre expresion en condiciones de bajas temperaturas y
desecacion (Chang-Qing, Z., 2008). Experimentos citolégicos la situan en la membrana
plasmatica, informacidn que concuerda con los dominios transmembrana que presenta su
secuencia de aminodacidos. Esta caracteristica sugiere una funcion mecanica en estabilizacion de

las membranas durante la desecacion.

Inter Pro Match ¥ Query 5 e 1 Description
1 54

| IPROOOE1Z | Proteolipid membrane potential modul ator

PTHR2165% o [ HYDROPHOBIC PROTEIN RCI2
PFO1 679 ——— o W Proip 3
P501309e O UPFOOS?

Figura 29 Dominios encontrados en InterPro para amabas proteinas.

compl?d25_c0_seql compd740_c0_seql
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Figura 30 Abundancia relativa de los péptidos hidrofébicas durante el ciclo de desecacién-rehidratacion.
compl7425_c0_seql/comp4740_cO_seql = RCI.



ORF

Secuencia de aminoacidos

comp16033 cO_seql

compl7416_c0_seql

comp18195 cO0_seql

compl7594 c0_seql

comp15430 cO_seql

compl8775_c0_seql

+3

+3

+2

MHCVLRILPPAAVASSSTPSAIFTGKILPAFPALFPATSNQLPSLPSSVAARRTPALSVPSARPLNNMAAAV
HATRGAVDLEAFGKAASGSGTPSKQRGDCPFSQRIYLGLEEKGIPYTATYIEEGDNKPSWFMEKNPSGLIP
VLRDGDTWIQDSEKIAQHLEEKFPEPSLKTPPHLKEVGIGIFPAFTSWLKSKSAYGPEKDEFVKELKAFDEH
LKSHGPFIAGAKPTDSDFALAPKLRHARVALDHFMDFKIVDEFAAVKTYMQKIESRPSFQKTDSPDGMII
QGWQKKFQLPDKIAQPQEV

MALRVSPAVPLRTLEASPFLPRVAGNVSLSGARQWSRLQVRAKESLELDSKPLTGVVFEPFTEVQSHVTKI
ASSNKESLARQRYRPSCEAAINDQINVEYNVSYIYHALYSYFDRDNVALPGFAMYFKEASAEERGHAEAFI

KYQNLRGGQVKLQAIIPPEMEFNHSEKGDALYAMELALSMEKLTNEKLLNLSKVAEENNDPQMSDFVD

DFLTDQVEAIRTVSGYVSQLRRIGEGHGVYHFDLELQKKGPAAVAA

MDPYKYRPSSNYNSPFLTTNAGAPVWNDNSSLTVGSRGPILLEDYHLVEKLAHFERERIPERVVHARGAS

AKGFFEVTHDVSHLTCADFLRSPGVKTPLIVRFSTVIHERGSPETLRDPRGFAVKFYTREGNFDIVGNNFPV
FFIRDGIKFPDVIHAFKPNPKSNIQEMWRILDYLSHHPESLHTFMFFFDDVGIPINYRHMEGFGVHTYVLL

NKAGKSTYVKFHWKPTCGVKCLSVEEAIVVGGTNHSHATQDLYDTIAAGNYPEWTLHIQTMNPDDEDK
FDFDPLDTSKTWPEDIFPLQPVGRLVLNKNIDNFFAENEMLAFNPALVVPGIHYSDDKMFQARLFAYSDT
QRHRLGPNYLMLPVNAPKCAFFNNHYDGFMNFMHRDEEVNYFPSRFDPVRPAERVPIPSRVLTGARKK
VLIEKQNDFIQPGVRYRSWAPDRQERHIKLWIEALSDPKVTYELRSIWISYLSQCDKSLGQKVSARLNMRS
HI

MHSLSLLSSPRLISTSSSLFASPHPSLASTTSRGAPFRTAFACSNSPSSGSPDDVMATGAKVYQNIKNAVSA
NGSATEQAVTKGTHGKPLYTTLTGLPVTDDNNSLTLGETGTLLFEDLHMFEKQAHFNRERIPERVVHAKG
AGAHGYFEVTKDVSDLCKAKFLNTVGKKTPIFSRFSTVSGESGYPDTARDPRGFSVKFYTEEGNWDMVG
NNTPIFFIRDALKFPDFIHSQKRNPQTHMKDPNAFWDFLSLVPESLHQVLILFSPRGVPDGFRHMNGYGS
HTFKWVNAEGKAHWVKFHFKTDQGIKNLTHEEAIKIAGINPDYAIEDLFSNIEKGSFPSWTFSVQVMPLE
DAATYKWDPFDLTKVWPHKDYPLREVGKLVLNRNPTNYFAEVEQASFSPAHMVAGIEASPDRVLQARL
FTYDDTARYRLGTNYLQIPINRCPFKAQTYTSDGSMTVTANGANKPNYYPNSYEDMPRPDPAQLDVHPY
KHEGGIVSRFPPRKWQEQDDYDQPRALWLKLSEEDKEQTVKNIAGHIKGAAEFIVKRQLGVFRKCDPEIA
AKIEQAMEMKEKQPEPYSMVA

MRCFLLFICMLSAPLLASCQLTSDFYATTCPTLQSVVSSGVETAVQAHSSRMAASLLRLHFHDCFVNGCD
GSVLLDGRSGEKHASPNQGSLRGFHVVDDIKAAVESACKATVSCADILALAARDSVVLVGGPSWTVLLG
RRDSTTANQSAANSALPSPSDPLSTIESKFRAVGLTNEDVPVLSGAHTIGRSRCRFLATRLYNFSGTGQPD
PTIDSAYLQKLQSSCPQGEDPHALVPLDPATKNSFDNNYYLNLOQNNRGLLHSDQQLLSTSGADTISYVNT
FASDQGTFFTSFMASMISMGNISPLTGTDGEIRLNCRVANS

MGTPVKDLRSKAELDKILSQGGIVVLHFWASWCAASAQMDAVFAQLCSDHPRARFFRVEAEETPEISEA

YEVSAVPFVVCIKDGGVVDKLEGADPAELANKVARLASPPGLSKESAPVSLGMDAGSIKQEIGQNLDKER

TDGPNGVTHTLSEITREPVLANGTKVAEPLENGEDSRSKLQNLVASKPIMLFMKGTPEEPRCGFSRRVVEI

LKEIGVEFGTFDILGDEDVRQGLKSFSNWPTYPQLYTVGEFIGGCDIVTEMHKGGELKEVLAEKGLLLPME
SMESKVKKLIYTSPTMLFMKGTPDAPRCGFSSKVVNALKEEGISFGSFDILSDDEVRQGLKTFSNWPTYPQ
LYHSGELIGGCDIILEMKASGELKSTLS

Tabla 8 Proteinas relacionadas con estrés oxidativo presentes en el ciclo de desecacion-rehidratacion.



compl16033_c0_seql

InterPro Match [} Query Sequence 1 Description
1 304

[ IPRO0O4045 Glutathione S-transferase, M-terminal

FF13417® A — W CST_M_3
PE50404 O GST_NTER

compl7416_c0_seql

InterPro Match [ Query Sequence 1 Description
1 256

| IPROO1519 Ferritin

FTHR] 143 1 v e —— [ FERRITIN

compl8195_c0_seql

InterPro Match ¥ Query Sequence 1 Description
1 452

| IPRO1B0OZE Catalase, mono-functional, haem-containing

PROOOGY » ——o——— oo o I CATALASE
FTHR 1 1465 i — o —- 0] CATALASE
P551402» —¢ 3 [0 CATALASE 3

compl7594 c0_seql

InterPro Match [ Query Sequence 1 Description
1 579
IPROIB0OZE Catalase, mono-functional, haem-containing
PRODDET » - - - I CATALASE
PTHR 11465 —— O —— [l CATALASE
Pa51402w — [ CATALASE 3
compl15430_c0_seql
Inter Pro Match ¥ Query Sequence 1 Description
1 321

| IPROO0DEZ3 Plant peroxidase

PROD4E 1 > o —C L— Ly @mm—— [ PLPERDXIDASE

compl18775_c0_seql

InterPro Match ] Query Sequence 1 Description
1 380

[ IPRO0Z109 Clutaredoxin

PFO04 62w e ————————— e —— [l Glutaredoxin
P551354, o D O CLUTAREDOXIN_2




Se observa una expresidon abundante de Ferritina (comp17416_c0_seql), glutatién S-
transferasa (comp16033_cO_seql) y catalasa (comp17594_c0_seql) durante la desecacién y
rehidratacion, esta sobre expresidon que potencia la maquinaria antioxidante es un mecanismo
importante para reducir el dafio oxidativo inducido por la desecacion. Pudiendo este
mecanismo antioxidante conferir tolerancia a la desecacién (Badawi G.H. et al., 2004; Wang F.

etal., 2005).

comp16033_c0_seql compl7416_c0_seql compl7594_c0_seql
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Figura 31 Abundancia relativa de los genes durante el ciclo de desecacion-rehidratacion.

comp16033_c0_seql = Glutathione-S-transferase, comp17416_c0_seql = Ferritin, comp18915_c0_seql =Catalase,
comp17594_c0_seql = Catalase, comp15430_c0_seql = Peroxidase y comp18775_c0_seql = Glutaredoxin.



e Otras proteinas y desconocidas.

ID ORF Secuencia de aminoacidos

MALVFKIKFQDTLRRWVVTDRIVEADNIPSLQQLEAKIRDLFQLSPTTAIVITYIDKEEDVVTLAEDQDLVD
ACIGQGLNPLRLDVKSPKESETRREPSNASAPSSSAESPPLDLNVETFLKGIFPQATADAINQFLSKLPQVD
PKLPAALLFRNAQEAFNEFMKTLTRESKCARRWAGRSSSENANRNPYEHPHADQSDPQRFPPGGRGAS
AGLFHRGVQCDGCGKSPIEGPRFKSKKVHNYDLCSSCFETMGNEIDYDKIDHPFQPPHHGFHNHSHLGR
GRRQHMGPPPFRPFFARGPYGWKPECPFRMPPGNISAPAGAVGGKLDARFVKDVTIFDGTELAPSTRF
TKIWRLSNIGTIPWPQNTQLMHIGGDMLSSEEVVNLELPEGGLPCGEEVEASADLVAPEKAGRYVSYWR

comp16047_c0_seq2 LMSPSGQKFGHRVWAVIQVVPQGEQSPQLYESLRGEEPTPEVEQAEMVIEKGNEEYASDSKGKEEMVS
LQRREAMIPDTVVVDSGKRVDVEIAENDMKEKLDMKVPDQRSNTDSPTDQTHVTDDSANLNGLKRTM
NSDELDGFSVVEKPVENTEEDVTESKTDHEKHLQLLERMGYTDRQLNVELLQKNNQNLELTVGDLVATA
GWDDMLNDLQEMGFLDRQTNRRLLIKNEGSIKRVVKDLVEMEMQKVGQNRKDAVPLEANKV

MEFTAKSFLAFCLCFLLASSVHAAPCPDVLGSLTSACKQYVVGATPPAPASNGPCCNLIKPISVPCLCSSIPA

compl6774_c0_seql -2 DAFQVINKKAVSTLISTCGVTIPPGTSCGGL

Tabla 9 Genes presentes sin funcion esclarecida con variacion significativa en el ciclo de desecacién-rehidratacion.

comp16047_c0_seq2

La secuencia presenta una similitud de alrededor de 50% con Ubiquitin-associated /TS-N
domain, pudiendo ser encargada de la ubiquitinizacidon de proteinas mal plegadas y participar en
el recambio proteico, se ve fuertemente inducida durante la desecacién y rehidratacion, por lo

gue se sugiere un rol reparatorio post desecacion.

Inter Pro Mateh ] Query Sequence i Description
1 GEg

IPRO0S0G0 UBA-like

SSF46934, S W UEA-ike
IPRO15940 Ubiguitin-associated/translation elongation factor EF1B, N-terminal, eukaryote
PSSO030k O UBA

Figura 32 Dominios encontrados por InterPro en comp16047_c0_seq?2.

compl6774_c0_seql

Posee una similitud de alrededor del 50% con proteinas transportadoras de lipidos,

estas proteinas participan en la transferencia de lipidos entre membranas y pueden unirse a las



cadenas acilo, ademds pueden encontrarse asociadas parcialmente a membranas (Kader J.C.,

InterPro Match 3 Query Sequence 1 Description
1 104
| IPROLG140 | Bifunctional inhibitor/plant lipid transfer protein/sead storage helical domain
PFODZ34 e s — Wl Tryp_alpha_anmiyl
S5F4T RS9k -4 B Eifunctional inhibitor

Figura 33 Dominios encontrados por InterPro en comp16774_c0_seq1.
El nivel de variacidn en respuesta a la desecacién las convierte en proteinas de interés,
sin embargo ha sido dificil relacionar el comportamiento de su expresiéon con mecanismos

definidos de tolerancia a estrés hidrico.

compl6774_c0_seql complE047_c0_seq2
6000 8000
5000 7000
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4000 5000 |
3000 4000 —
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0 T T ] 0 T T ]
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Figura 34 Abundancia relativa de los genes LTP (Lipid Transfer Protein, comp16774_c0_seql) y UBQ (Ubiquitin-associated/TS-
N domain, comp16047_c0_seq2).

e Desconocidos

También se encontré un grupo de genes que presentan gran abundancia en el
transcriptoma, ademas de variacion significativa durante el ciclo de desecacién-rehidratacién,
sin embargo su identificacidn mediante la busqueda en las bases de datos publicas no fue
exitosa, requiriendo analisis mas complejos sobre la estructura de las secuencias para poder

inferir un rol hipotético.



compd253_c0_seql compl5629_c0_seql comp16047_c0_seql
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Figura 35 Abundancia relativa de los genes desconocidos durante el ciclo de desecacién-rehidratacion.



6. CONCLUSIONES

En el transcriptoma de Hymenoglossum cruentum sometido a un ciclo de desecacion-
rehidratacion, se encontré que aproximadamente un 7% de los transcritos totales variaban
durante el ciclo. De los genes que se analizaron, no se encontraron genes unicos
pertenecientes a alguna de las etapas del ciclo, ya que la gran mayoria se expresaba
dinamicamente durante este. De los genes con mayor dinamismo se encontraron
mecanismos de respuesta ya descritos en otras especies, sin embargo queda por
caracterizar en profundidad las proteinas desconocidas que presentan dominios
interesantes, tales como el dominio de unién a ARN presentado por el transcrito
compl12614_c0_seql, que pudiese encargarse de la proteccion de los mensajeros durante
los periodos de desecacidn. Asi como ademads transcritos con presencia casi exclusiva en
estado desecado como el comp8042_c0_seql. El que aparecer en respuesta a la desecacion,
pero no se ha podido determinar sitios conservados, dominios, ni similitudes con proteinas
ya existentes en las bases de datos publicas, siendo exclusivo de la especie.

La identificacion de los transcritos mas dinamicos durante el ciclo de desecacién-
rehidratacion mostré mecanismos previamente descritos en otras plantas de resurreccién y
musgos. El mds destacado fue la presencia de las proteinas hidrofilicas de los grupos LEA
(LEA-D113, Dehidrinas y ASR1), este mecanismo es el que presenta una mayor respuesta al
incrementar la abundancia relativa de sus transcritos en mas de 5 veces, abarcando
aproximadamente un 31% de la abundancia durante la desecacidn. Otras proteinas con
funcién estabilizadoras que duplicaron su abundancia relativa fueron los transcritos de
proteinas con cardcter hidrofébico y similitud a RCl, que se han descrito con funcidn
estabilizadora de membranas. Ambos grupos suman gran importancia en la respuesta de
Hymenoglossum cruentum a la desecacién dada su funciéon y abundancia, sugiriendo la
estabilizacidon de los componentes celulares como uno de los principales mecanismos por los

cuales H. cruentum tolera la desecacion.



Otros grupos interesantes de proteinas son las encargadas de la detoxificacion
celular, el primero en respuesta al estrés oxidativo estos transcritos aumentan su
abundancia, siendo importantes para disminuir el dafo oxidativo provocado por la
desecacidn. Se encuentran mas expresados durante la rehidratacion, y su abundancia se
incrementa constantemente durante el ciclo de desecacidn-rehidratacidon. El segundo grupo
corresponde a proteinas ELIP, encargadas de mantener niveles bajos de clorofila libre,
evitando la formacién de tripletes de clorofila los cuales tienen un caracter tdxico, y de esa
forma reducir el dafio foto oxidativo en H. cruentum.

Si bien la identificacién de los mecanismos anteriormente descritos, entregan una
respuesta parcial sobre lo que ocurre en H. cruentum durante el ciclo de desecacién y
rehidratacion, aun queda un gran numero de transcritos por identificar, siendo las
“desconocidas” las de mayor interés dada la abundancia que presentan. Sin embargo, para
comprender mas plenamente los mecanismos utilizados por H. cruentum es necesaria una
aproximacion mas sistémica en la que se identifiquen los transcritos con expresion

constitutivas, los cuales también podrian aportar a la tolerancia a la desecacion.
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