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RESUMEN

La agricultura es uno de los sectores mas afectados por los desastres naturales.
En México, la actividad de huracanes que provoca lluvias intensas e inundaciones es
la segunda causa de pérdidas en cultivos. Durante estos eventos, las plantas se
cubren total o parcialmente de agua, lo que provoca la obstrucciéon de la luz, cambios
en la quimica del suelo, y disminucion en la difusién de oxigeno. Las plantas responden
bioquimicamente al estrés por inundacién mediante el manejo de las reservas de

carbohidratos; cuando estas se agotan, la muerte es inevitable.

Asi, resulta imperante encontrar alternativas funcionales y factibles para mejorar
la tolerancia de las plantas ante el estrés por inundacion. En este aspecto, se han
realizado estudios en arroz (Oryza sativa), donde se localizaron dos mecanismos de
respuesta contrastante, el escape y la quiescencia, que estdn mediados por factores
de transcripcién de la familia ETHYLENE RESPONSIVE FACTORS. Sin embargo,
deben existir otros mecanismos en plantas silvestres que pudieran ser extrapolados a

mMAas especies.

En este trabajo, se utilizaron 4 ecotipos de la planta modelo monocotiledonea
Brachypodium distachyon, Bd21, Bd1-11, Bd2-3 y Tek10, para determinar mediante
experimentos fisioldgicos y transcriptomicos si existe una tolerancia contrastante a la

inundacion.

Se determiné que los ecotipos con tolerancia contrastante fueron Bd21
(sensible) y Bd2-3 (tolerante), con una dosis letal 50 de 2.6+ 0.1 dy 3.4 + 0.1 d,
respectivamente. El andlisis de ontologia génica a partir de los datos revelados por
secuenciacion del transcriptoma, demostré que el manejo diferencial del estrés
oxidativo mediante la oxidasa alternativa, la nitrato reductasa y la hemoglobina, puede

ser la base genética que confiere tolerancia al ecotipo Bd2-3.



1. INTRODUCCION

1.1 Los fenbmenos de inundacién y la agricultura en México.

México se encuentra geograficamente dentro de dos areas de actividad
ciclonica, los océanos Atlantico y Pacifico (Manson y Jardel, 2009). Las inundaciones
se originan mayoritariamente de los ciclones tropicales que son sistemas de tormentas
con circulacion cerrada que ocurren en el sentido contrario a las manecillas del reloj.
Se forman por los vientos en la zona circundante que fluyen y aumentan la
condensacion de aire caliente y himedo que libera vapor de agua, clasificandose de
acuerdo a la intensidad de sus vientos en: perturbacion tropical (vientos en superficie
ligeros), depresion tropical (vientos en superficie de 61km/h), tormenta tropical (62 a
87 km/h) y huracan (Tabla 1; CONAGUA, 2014). La temporada de huracanes
comienza, del 1 de junio hasta el 30 de noviembre, generalmente (NHC, 2013).

Tabla 1. Clasificacion de huracanes por categoria (CONAGUA, 2014).

Categoria Velocidad de los vientos

Categorial 118 a 153 km/h

Categoria2 154 a 177 km/h

Categoria3 178 a 209 km/h

Categoria4 210 a 249 km/h

Categoria5 250 km/h



Los huracanes tienen un impacto positivo en la generacion de la temporada de
lluvias, pero también negativo en las inundaciones (NHC, 2013). El sector
socioecondmico de la agricultura es el que resulta mas vulnerable a las inundaciones
pues el segundo desastre natural que produce afectaciones después de la sequia

(Agroasemex, 2011).

Los principales dafios se dan en pérdidas de la estabilidad y produccion de los
cultivos (Agroasemex, 2011; Bailey-Serres et al., 2012). Algunos ejemplos de lo
anterior se describen a continuacion. En octubre del 2005, el huracan Wilma ocasion6
afectaciones al turismo, la agricultura, y las actividades econémicas en general; se
estima que en la agricultura se perdieron 4.6 millones de délares (CNDH, 2011). El
huracan Stan fue el décimo primer huracan de la temporada de huracanes de 2005 en
el Atlantico y el sexto ciclon que impacté a México en dicho afio. A pesar de que
brevemente alcanzé la categoria de huracan, causé dafios en el sector agropecuario

estimados en 19 millones de dolares en mas de 240,000 ha (Gutiérrez et al., 2006).

En 2013, los huracanes Ingrid y Manuel afectaron un total de 612 000 ha
sembradas con productos agroalimentarios en 19 estados, de las cuales 310,000
resultaron con pérdidas totales, siendo los estados con mas dafios en ha: Guerrero
215 mil, Tamaulipas 76 mil, Michoacan 38 mil, Sinaloa 35 mil, Veracruz 34 mil,
Zacatecas 34 mil y Oaxaca 23 mil (2000agro, 2013). La temporada de huracanes
2013 fue la que mas pérdidas de cultivos ocasiond en México, reportando severos
dafios a cinco estados y con pérdidas en miles de ha (Tabla 2)

Durante el huracan Odile en 2014 se necesitaron $90.4 millones de pesos para
proteger 20 mil 595 ha y 64 mil 919 unidades animal en los cinco municipios de Baja
California Sur. Dentro de los cultivos protegidos se encuentran: cartamo, garbanzo,
higo, maiz, mango, naranja, sorgo y trigo, asi como ganado bovino, caprino y ovino
(Pérez, 2014). La tormenta tropical Vance ocasiono fuertes lluvias en diversos estados,
siendo Nayarit el mas afectado con mil 680 ha de cultivo, de las cuales 800 son de
tomatillo de hoja, 100 de sandia, 500 de jitomate, 200 de chile y 800 de jicama
(Navarro, 2014).



Tabla 2. Cultivos y estados mas afectados por la temporada de huracanes 2013

(Figueroa et al., 2013; Bello, 2013).

Cultivo Ha afectadas Estados mas Ha afectadas en el
en el pais afectados estado en relacion al

total

Maiz 213,000 Guerrero 103,000

Sorgo 102,000 Tamaulipas

Maiz 11,900 Chiapas 11,274

Varios 8,925 Jalisco 8,925

Sorgo, maiz, cultivos 23,000 Oaxaca 23,000

perennes, citricos, otros.

Cafia, maiz, sorgo, cultivos 50,784 Veracruz 50,784

perennes, citricos, otros.

Ante la situacién de pérdidas, los campesinos han desarrollado estrategias para
optimizar sus cultivos, por ejemplo, adaptando su siembra de acuerdo a las
condiciones climaticas, edafolégicas y sembrando so6lo aquellos productos que se
desarrollen plenamente en los sitios que habitan aunque no sean los mas redituables.
Otra de sus estrategias es el uso de la agrodiversidad y la aplicacién empirica de la
diversidad genética local, o la colecta de especies silvestres. Sin embargo, esto es solo
una solucién temporal al problema pues las pérdidas econémicas siguen siendo
elevadas (Altieri y Nicholls, 2009).

Dado lo anterior, se concluye que los fendmenos de inundacién ya sea que se
presenten de forma gradual o subita, producen pérdidas econdémicas severas a la
poblacién que depende de las actividades agricolas para su supervivencia (Altieri y
Nicholls, 2009).

De esta manera, es apremiante encontrar estrategias que mejoren la tolerancia a

la inundacion en las plantas de importancia econémica.



1.2 Fisiologia de las plantas en respuesta al estrés por inundacién.

Los fenomenos de inundacion se clasifican en dos tipos: parciales o totales. Los
primeros cubren sélo las raices (anegamiento) y los segundos, ademas de las raices,
también la parte aérea (sumersion). Ambos afectan directa o indirectamente la
fisiologia de las plantas, teniendo efectos muy graves en la ecologia y la agricultura
(van Veen et al., 2014).

Durante estos eventos, la fase gaseosa de suelo cambia por una liquida, se
acumulan gases y sustancias toéxicas como el metano, acidos organicos, diéxido de
carbono, sulfuros y etileno que afectan a los tejidos vasculares (xilema y floema) y al
transporte de nutrientes (van Veen et al., 2014). La disponibilidad de oxigeno se ve
altamente comprometida, debido principalmente a que la difusibn se realiza
aproximadamente 10,000 veces mas lento en el agua que en el aire, lo que produce
estrés por hipoxia (niveles de oxigeno por debajo del 21% v/v de la normoxia; Lee et
al., 2011).

Las plantas tienen de estrategias para responder ante este evento, por ejemplo,
algunas plantas de habitat acuatico (aunque no de forma exclusiva) desarrollan un
tejido especializado llamado aerénquima, que funciona mediante la formacién de
espacios con aire en el tallo, auxiliando al transporte de oxigeno hacia los tejidos
(Bailey-Serres y Voesenek, 2008). Estudios en la planta modelo Brachypodium
distachyon, determinaron que la tolerancia al estrés por hipoxia no depende
Unicamente del desarrollo del aerénquima, sino del conjunto de la endodermis y
sustancias como la suberina, que modifica la permeabilidad de la membrana y
colocandose en modo de banda; esto recibe el nombre de "banda casparia”" y mantiene
al fluido en el centro de la raiz por la endodermis. La banda casparia también recibe el
nombre de exodermis (Valla, 2007; Shiono y Yamada, 2014; van Veen et al., 2014).
También es comun el desarrollo de raices en partes del tallo, las cuales reciben el

nombre de raices adventicias (Voesenek y Bailey-Serres, 2015)

Sin embargo, las especies que no logran el desarrollo de la banda casparia ni

de raices adventicias, careceran de una ruta suficiente para el transporte de oxigeno



lo que explica la sensibilidad al estrés por inundacion a pesar del desarrollo del
aerénquima (Shiono y Yamada, 2014).

Las especies que de forma natural se adaptaron al anegamiento, y que son
caracteristicas de ambientes acuéticos, se encuentran dotadas del aerénquima para
proveer de oxigeno a la planta y de largas superficies foliares que permiten el
transporte de sustancias y gases para la fotosintesis. Sin embargo, estas plantas no

son tolerantes ante un evento de inundacion total y prolongado (van Veen et al., 2014).

Otras condiciones negativas de la inundacion son el desequilibrio de nutrientes
y de la actividad microbiana. El parénquima de reserva, que se denomina de acuerdo
a las sustancias que acumula en sus células como tejido amilifero (almidon), sacarifero
(sacarosa), inulifero (inulina) u oleifero (sustancias grasas), se encuentra en vacuolas,
plastidios o paredes celulares y sufre alteraciones como almacenamiento deficiente de
estas sustancias y nutrientes fundamentales en el desarrollo vegetal (Curtis y Barnes,
2007). Finalmente, la obstruccion de la captacion de luz impide al tejido especializado
en la fotosintesis, denominado parénquima clorofilico (clorénquima), llevar a cabo su
funcion, resultando en pérdidas energéticas y cambios morfolégicos importantes como
amarillamiento, necrosis, reduccién de crecimiento e incluso la muerte (Bailey-Serres
y Voesenek, 2010). Si la planta llega a sobrevivir, durante la recuperacion, el dafio
celular se repara por el tejido de relleno que cubre los espacios intracelulares que
dejan las células dafiadas; sin embargo esto requiere de un gasto energético (Curtis y
Barnes, 2007).

No todas las plantas logran desarrollar estos tejidos y para sobrevivir en
ambientes inundados por temporadas, deben desarrollar otros mecanismos con mayor
énfasis en el aspecto bioquimico. Ya que las plantas producen su alimento por
fotosintesis de carbohidratos generados a partir de diéxido de carbono, las reservas
disponibles de estas moléculas resultan fundamentales ante un fenémeno de
inundacion. Las plantas responden mediante dos estrategias fisiologicas de
supervivencia que se han descrito en especies domesticadas y silvestres de Oryza
sativa, Rumex y Arabidopsis (Figura 1). La primera estrategia es el escape, donde se

invierte la mayor parte de las reservas de carbohidratos en la elongacién (crecimiento



fuera de lo normal) para sobresalir de forma parcial o total de la inmersion, sin
embargo, esta estrategia no es exitosa si las reservas de carbohidratos se agotan
antes de salir. La segunda es la quiescencia, donde el gasto de energia se minimiza
mediante la inhibicién de la floracién, de la elongacion y del consumo de carbohidratos,
y sélo se utiliza en los procesos fundamentales para la supervivencia de la planta
(Pena-Castro et al., 2011; Bailey-Serres et al., 2012; van Veen et al., 2013; Fukao y
Xiong, 2013).
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Figura 1. Estrategias de supervivencia vegetal durante la inundacion.

En el escape, se acelera el consumo de carbohidratos para elongar la parte aérea y poder realizar los
procesos fotosintéticos. En la quiescencia: el consumo de carbohidratos se limita solo a las actividades
fisiolégicas necesarias para sobrevivir durante la inundacion. Sin importar la estrategia utilizada, al
finalizar el estrés, las plantas entran en un periodo de recuperacion, donde se determina su
supervivencia. CHO: carbohidratos.

1.3 Respuesta hormonal de las plantas al estrés por hipoxia.

Las hormonas vegetales son sustancias producidas por las células que regulan
los procesos fisiologicos en las plantas y pueden actuar en el tejido donde se
produjeron o a distancia al transportarse por los tejidos conductores (Taiz y Zeiger,
2006). Generalmente, cualquier evento de respuesta, se regula por la intervencion de
varias hormonas que pueden interactuar entre ellas y que funcionan como reguladores
de la transcripcion. Las hormonas principales durante y después de un proceso de

inundacion son el etileno, el acido giberélico y el acido abscisico (Kline et al., 2010).



El etileno es una hormona vegetal gaseosa que se acumula durante la
inundacion y estimula o suprime el crecimiento de la planta de diferentes formas de
acuerdo a la especie. En general, produce respuestas en las plantas ante estimulos
ambientales bioticos y abiéticos, lo que le confiere alta relevancia en las estrategias de
supervivencia al estrés. Cuando la planta se encuentra en su ambiente natural, el
etileno se produce y se libera como una sefal de larga distancia. Sin embargo, ante
una situacion de estrés por inundacion se acumula alrededor de los tejidos, iniciando

una respuesta fisioldgica rapida (Xu et al., 2006).

Las plantas responden al etileno con alteraciones morfolégicas vy fisiolgicas,
como la extensién de brotes, desarrollo del aerénquima (por ejemplo, en Zea mays) e
iniciacidn de raices adventicias para anclaje al sustrato, suceso muy comun en
especies de arroz de aguas profundas (Hwan et al., 2011). El etileno afecta diferentes
etapas del ciclo de vida, como la germinacion de la semilla, nodulacion de raices,
abscision, maduracion y caida de los frutos, senescencia, floracion, y en condiciones
anaerdbicas provoca epinastia (cambio de angulo en tallos y brotes; Wang et al.,
2002). En la inundacion, las estrategias de escape y quiescencia se encuentran
reguladas por el etileno (Bailey-Serres y Voesenek, 2008).

El 4cido giberélico (GA) es una fitohormona soluble que actia en la respuesta
al estrés por inundacién. Algunas de sus funciones son estimular el crecimiento de los
tallos, inducir las divisiones mitdticas en las hojas, e incrementar la tasa de
germinacion. Durante un evento de estrés por inundacion, la accion del GA se
amortigua por el etileno, con el resultado de regular la elongacion, germinacion,
floracion, cantidad de semillas producidas, y finalmente el consumo de carbohidratos
(Kline et al., 2010; Fukao y Bailey-Serres, 2008). La relacion GA-etileno no siempre es
competitiva pues depende de los factores genéticos de las plantas. En ocasiones su

relacion es cooperativa, como en el caso del escape (Hattori et al., 2009)

Otra hormona importante durante el estrés por inundacion es el acido abscisico
(ABA). Las funciones del ABA en la célula son controlar la sintesis de proteinas y el
almacenamiento de lipidos en la semilla. Se transporta por los tejidos vasculares en

plantas y cuando se encuentran en estrés por inundacion o sequia, induce el cierre



estomatico e inhibe la germinacion y la maduracion del embrién, y confiere tolerancia
a la salinidad, ademas de estimular repuestas a heridas y patdégenos (Hung et al., 2004;
Kline et al., 2010). Durante el estrés por inundacion inhibe la elongacion de los tallos

en la estrategia de quiescencia (Fukao y Xiong, 2013).

Dependiendo de la estrategia de supervivencia, puede existir efectos
antagonicos o sinérgicos entre las fitohormonas. Por ejemplo, en el arroz quiescente,
mientras el gen SUB1A se induce por el etileno y a su vez, limita la produccion del
mismo asi como la de GA (Fukao et al., 2006). En el arroz que tiene los genes SK1/2,
se inducen por el etileno pero estimulan la sintesis de GA (Hattori et al., 2009) En el
caso del ABA, su degradacion permite una mejor respuesta de elongacion, y al
contrario, en la quiescencia, la estimulacién de su sintesis detiene el crecimiento y
aumenta la conservacion de carbohidratos (Fukao et al., 2011). De tal forma, la
relacion entre hormonas depende del genotipo vegetal en estudio, y el resultado varia
incluso entre las mismas especies. Otro caso que se ha estudiado es el de Rumex, en
donde la relacién etileno-ABA depende también del tipo celular de estudio con una
respuesta diferente en las hojas (sinérgica) y en los peciolos (antagdnica; Voesenek y
Bailey-Serres, 2015).

1.4 Larespuesta bioguimica de las plantas ante el estrés por inundacion.

La falta de oxigeno que se presenta durante el estrés por inundacion provoca
una insuficiencia de ATP y NADH pues se compromete la respiracion mitocondrial
donde el aceptor final de electrones es el oxigeno (Bailey-Serres et al., 2012). Cuando
se presenta una disminucién (hipoxia) o ausencia de oxigeno (anoxia), las plantas
deben recurrir a las rutas metabdlicas de la respiracion anaerobia y el catabolismo de
la sacarosa, la glucdlisis y la fermentacion etandlica para garantizar la extraccion de
energia de los carbohidratos. Mientras las reservas de carbohidratos lo permitan, la
célula vegetal podra continuar obteniendo energia mediante los diferentes tipos de

fermentacion (Bailey-Serres et al., 2013; Banti y Giuntoli, 2013).



Sin embargo, la fermentacion tiene el costo de un bajo aprovechamiento de las
reservas de carbohidratos y de poco rendimiento energético, no obstante es el Gnico
camino que le queda a la planta para sobrevivir (Lodish et al., 2011; Perata y
Voesenek, 2007).

Los ajustes para permitir la transicion del metabolismo aerobio al anaerobio se
inician desde la conversion de la sacarosa en glucosa y la degradacion del almidén
para que se pueda incorporar a la glucélisis. A partir de la glucosa, se produce NADH,
ATP y piruvato. Las diferentes rutas anaerdbicas de aprovechamiento de piruvato se
activan transcripcionalmente, para que la enzima piruvato descarboxilasa produzca
acetaldehido, que se convierte en etanol por la alcohol deshidrogenasa que utiliza
NADH como co-factor. El resultado final es que el NAD™ se recicla para mantener a la
glucdlisis funcionado y el etanol se convierte en un producto de desecho (Figura 2;
Bailey-Serres y Voesenek, 2008; Banti y Giuntoli, 2013).

El punto clave para la adaptacion de las plantas a este proceso depende de las
reservas de carbohidratos y de la regulacién de su consumo en el contexto de las
estrategias de supervivencia de escape y quiescencia (Bailey-Serres y Voesenek,
2008; Banti y Giuntoli, 2013) y factores de transcripcion de diversas familias.

Figura 2. Ruta de fermentacion alcohélica como respuesta comun de las plantas en estrés por
hipoxia.

El metabolismo anaerobio se activa, reciclando NAD* a partir de piruvato mediante la enzima alcohol
deshidrogenasa. Esta adaptacion dota de una ruta alternativa a los procesos del ciclo de Krebs, lo que
permite la supervivencia de la planta hasta que las reservas de carbohidratos se agoten.
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Estos transcritos estdn asociados con el metabolismo anaerobio y la regulacion
positiva de los genes sensibles a hipoxia de los cuales mas de la mitad codifican
proteinas llamadas HYPOXIA UNKOWN PROTEINS (HUP) que no tienen una funcion
conocida al momento pero que contribuyen a la supervivencia de las plantulas en
anoxia (Mustroph y Bailey-Serres, 2010). Todas estas respuestas moleculares en
conjunto promueven la tolerancia a la inundacion de forma diferencial de acuerdo a la

concentracion de oxigeno y la disponibilidad de luz (Lee et al., 2011).

Durante un evento de estrés por hipoxia, se observo que en Arabidopsis (una
especie quiescente), la cantidad de transcritos se reduce en un 90%, lo que permite la
conservacion de la energia celular fundamental para sobrevivir. La regulacién se da al
reprimir los mensajeros que no son necesarios para sobrevivir al evento de inundacion
y reanudando su traduccion solo hasta la re-oxigenacion (Sorenson y Bailey-Serres,
2013). Este aspecto no se ha investigado en especies que usen la estrategia de

escape.

Cuando se produce una baja de oxigeno, se activan mecanismos de
determinacién de la cantidad de oxigeno disponible. Se observé que los factores de
transcripcion ERFs poseen en el extremo N-terminal (MCGGAII) de su secuencia
proteica una sefial de degradacién dependiente de ubiquitina que se activa en
presencia de oxigeno. En Arabidopsis thaliana, se comprobd que este extremo N-
terminal (MCGGAII) funciona como un mecanismo de deteccidén de oxigeno donde la
secuencia de aminoécidos amino-terminal del ERF RAP2.12 es la sefial de
degradacion (Licausi et al., 2010).

El arroz es una de las plantas monocotiledéneas de mayor importancia a nivel
econdémico y nutrimental, y por ello se convirtié en el blanco de estudio en el estrés por
inundacién, pues su produccion se afecta constantemente por eventos de estrés por
inundacion. A pesar de ser una planta adaptada a la inundacion parcial, si el grado y
duracion de la inmersibn aumenta en un tiempo considerable, resulta mortal
(Septiningsih et al., 2009; Fukao y Xiong, 2013).

En el arroz se encontrd que las respuestas de escape y quiescencia se regulan

a nivel molecular por los ERFs grupo VII. El escape y la quiescencia son respuestas
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antitéticas durante la inmersion, donde los ERFs acttian en el Gltimo paso de la via de
sefializacion del etileno como factores de transcripcion, por lo que se adhieren por un
dominio de union al ADN a la seccion del promotor de los genes para iniciar la

transcripcion (Bailey-Serres y Voesenek, 2008; Fukao y Xiong, 2013).

En el arroz, los ERFs de las estrategias de escape son SNORKEL1 y
SNORKEL2 (SNK1 y SNK2) que actian como promotores de la respuesta a GA,
inducen el consumo de carbohidratos y la elongaciéon. EI ERF de la estrategia de
quiescencia es el gen SUB1A-1 que minimiza el consumo de carbohidratos, conserva
la clorofila y detiene el crecimiento mediante el aumento de la sensibilidad al ABA
(Figura 3; Fukao et al., 2006; Bailey-Serres et al., 2012; Fukao y Xiong, 2013).

El gen SUB1A-1 es también el regulador principal durante la recuperacion post
inundacién cuando se da la re-oxigenacion y se restaura la homeostasis (Fukao et al.,
2011; Bailey-Serres et al., 2012; Fukao y Xiong, 2013). En este proceso, las especies
reactivas de oxigeno (ERO) son moléculas productos del metabolismo del oxigeno con
un alto grado de toxicidad que funcionan como reguladores de los genes que aceleran
el envejecimiento, la apoptosis y produce respuestas de defensa (Hansberg, 2002).
Las ERO se producen en las plantas después de un proceso de inundacion al
exponerse nuevamente al contacto con el oxigeno y su destoxificacion se controla
positivamente por SUB1A-1 (Fukao et al., 2011).

A partir de los conocimientos sobre la tolerancia al estrés por inundacién a nivel
molecular en arroz, se han realizado estudios que demuestran en otras especies como
Arabidopsis, Rumex, Lotus, Poplar y Potamogeton que los mecanismos de escape y
quiescencia también estan presentes (Bailey-Serres y Voesenek, 2010; Singh et al.,
2013). Sin embargo, los ERFs solo explican al 69% de los fenotipos tolerantes a la
inundacién en arroz, por lo que deben existir otros genes reguladores que pudieran
haberse perdido durante el proceso de domesticacion de las plantas con importancia

agroecondémica (Singh et al., 2013).
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Estos estudios moleculares también indican que para mas de la mitad de los genes
expresados durante el estrés por inundacion e hipoxia, aun se desconoce su identidad
y funcién bioquimica (Mustroph et al., 2009; Lee et al., 2011).

Figura 3. Los ERFs del grupo VIl SUB1A y SNORKEL1/2 son reguladores de las estrategias de
supervivencia a nivel transcriptémico.

El primero aumenta la sensibilizas al 4cido abscisico y el segundo promueve al 4cido giberélico. *ERF
ETHYLENE RESPONSE FACTORS.

1.5 Aplicacion de biotecnologia vegetal en estudios para el mejoramiento de

la respuesta de las plantas ante el estrés por inundacion.

La domesticacién de las plantas surgid6 hace miles de afios a partir de la
seleccidn de caracteristicas fenotipicas que resultaron de utilidad para la humanidad.
Las plantas domésticas se obtuvieron de forma empirica a partir de la cruza y retro
cruza de especies de plantas agrondmicamente importantes. Es por este proceso que
durante la evolucion de las plantas de cultivo se han perdido caracteristicas fisicas, y
por tanto moleculares, que podria explicar por qué algunas especies silvestres que

comparten géneros con las domésticas tienen una ventaja de adaptacion mayor ante
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situaciones de estrés. Con los avances en el estudio de la biologia molecular se puede
intentar responder esta pregunta (Chaudhary, 2013).

Las mismas caracteristicas que le han conferido relevancia a las plantas de
cultivo sobre las silvestres, les proporcionan un alto nivel de dificultad para su estudio,
pues la mayoria tienen ciclos de vida relativamente largos, genomas complejos, son
fisicamente grandes, y dificiles de cultivar y cuidar (Opanowicz et al., 2008). Es por
ello que se ha optado por utilizar plantas modelo para realizar las primeras

aproximaciones moleculares.

Estas especies modelo se eligen de acuerdo a la sintenia que comparten con la
especie de interés, por tener ciclos de vida mas cortos, ser proliferas, tener genomas

conocidos y herramientas moleculares disponibles (Vogel et al., 2010)

En este aspecto, se ha logrado aplicar el conocimiento obtenido en plantas
modelo a otras de la misma especie e incluso de interés agricola. El principal ejemplo
de esto es el gen SUB1A, un ERF-VII que funciona como regulador en la respuesta
molecular al estrés por inundacion y que ha permitido obtener variedades de arroz
tolerantes a largos periodos de inundacién en paises asiaticos con métodos no
transgénicos (Singh et al., 2013). También mejora la respuesta a sequia mediante la
regulacion de las rutas dependientes de ABA y GA, como respuesta al déficit hidrico
(Fukao et al., 2011). En plantas de Arabidopsis, se describié otro papel importante de
SUB1A cuya expresion en plantas transgénicas aumenta el rendimiento de
sacarificacion en un 300% en comparacion con las especies silvestres (Nufiez-Lopez
et al., 2015). Este conocimiento se dirige hacia una alternativa en la produccion de

etanol y biocombustibles.

Existen otros mecanismos descritos en plantas modelo y estudiados en
diferentes especies o variedades que podrian conducir a la tolerancia al estrés por
inundacién. La ruta N-terminal que funciona como reguladora de la respuesta a estrés
por hipoxia, mediante la activacion de los ERFS VII, y que se identificé en Arabidopsis
thaliana (Licausi et al., 2011), también se estudié en cebada (Hordeum vulgare L.), un

cereal altamente susceptible a la inundacion, y se observé que la regulacion negativa
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de la enzima PROTEOLYSIS 6 de la ruta N-terminal estabiliza a los ERFs y mostrando

una alta expresion de genes de respuesta a hipoxia (Mendiondo et al., 2015)

Mediante el estudio del transcriptoma de plantas de maiz (Zea mays) se
encontraron otros genes diferenciales en ecotipos con tolerancia contrastante. Se
identificé el gen FRUCTOSE-6-PHOSPHATE 1-PHOSPHOTRANSFERASE (PFP),
HEMOGLOBIN 2 (HB2) y RELATED TO VP1 (RAV1). HB2 desencadena la respuesta
a estrés oxidativo en estrés por inundacion. RAV1 es un gen de la familia de los ERFS
cuya expresion en Arabidopsis thaliana conduce a la senescencia temprana (Campbell
et al., 2015).

En el arroz se han encontrado otros genes ademas de los ERFS que tienen un
papel importante en la tolerancia a la inundacién. Este es el caso del gen
THREALOSE-6-PHOSPHATE PHOSPHATASE (T6P) que al acumularse funciona
como indicador de la baja disponibilidad de carbohidratos, favoreciendo Ila
administracion de las reservas de almiddn principalmente en semillas germinantes
(Kretzschmar et al., 2015)

Estos estudios son ejemplos donde el conocimiento obtenido en plantas puede
ampliarse mediante el uso de especies modelo y emplearse en desarrollos
biotecnolégicos. En el caso del estrés por inundacion, la planta modelo mas utilizada
ha sido Arabidopsis, sin embargo, a la fecha se han utilizado nuevas especies con
tolerancias contrastantes y genomas secuenciados, por ejemplo, Rumex (van Veen et
al., 2013). Utilizando las herramientas moleculares para el estudio de transcriptoma y
la variacion natural de especies se han encontrado genes clave en la tolerancia al
estrés por inundacion. Sin embargo, adn resulta apremiante explorar mecanismos a
nivel molecular, bioquimico o fenotipico que permitan encontrar mecanismos de
tolerancia y asociarlos a la conservaciéon de almidén, la germinacion, floracion,

estructura de la raiz, entre otros (Singh et al., 2009; Xu et al., 2014).

A partir del estudio del genoma de las especies modelo, podemos conocer las
variantes geénicas responsables de la diversidad dentro de las especies en comun, lo
que permitiria a futuro contar con técnicas de transformacion genética para obtener

organismos transgenicos para su estudio (Opanowicz et al., 2008). Asi, se puede tener
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un acercamiento a la comprension de las estrategias y los cambios a nivel molecular

en los organismos en un momento y situacion determinados y extrapolarse a otros.

1.6 Brachypodium distachyon: especie modelo para el estudio de

gramineas.

Las gramineas son plantas monocotiledoneas de la familia Poaceae con
aproximadamente 820 géneros y 12,000 especies dentro de las que se encuentran
algunas de las plantas econémicamente mas importantes como el maiz, sorgo, trigo,
arroz, cafia de azUcar y pastos para el forraje o para producir biocombustibles. Son
importantes en la alimentacibn mundial directa (cereales y harinas) o indirectamente
(forraje para ganado). Constan de 13 subfamilias, una de ellas es la Pooidae, a la cual
pertenecen algunos cereales importantes como el trigo, la cebada, la avena y el heno
(Bevan et al., 2010).

Brachypodium distachyon es un pasto cuyo nombre deriva del griego brachys
(corto) y podion (pie), en referencia a sus espiguillas subsésiles. Es una hierba anual,
sus espiguillas contienen tipicamente alrededor de 10 a 12 semillas, es auto-fértil, tiene
un ciclo de vida de menos de 4 meses, y a pesar de su pequefia estatura (20 cm en la
edad adulta) tiene grandes semillas, culmos, hojas no basales en forma de laminas
lineales de 3-12 mm de ancho, sin venacién en cruz, ligula membranosa truncada de
1-6 mm de largo, inflorescencia paniculada, raquis ahuecados pedicelados (Figura 4;
Draper et al., 2001; Watson y Dallwitz, 2008).

Su variacidn natural se encuentra limitada a Asia, Africa y Europa (Opanowicz
et al., 2008). Dada la diversidad de habitats caracteristicos de estos continentes,
existen alrededor de 57 ecotipos de esta especie, o que a su vez le confiere
adaptacion y diversidad genética, y se podria encontrar un punto clave de la tolerancia
a ciertas condiciones de estrés. Algunos de estos ecotipos son Bd21, Bd1l-1, Bd2-3 y
Tek10 y se han estudiado en condiciones de sequia (Luo et al., 2011).
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Arabidopsis thaliana ha sido el centro de atencion de estudio en plantas modelo
por décadas; sin embargo, al encontrarse filogenéticamente distante a la familia
Poaceae, no puede utilizarse como modelo directo (Bevan et al., 2010). B. distachyon
posee las mismas caracteristicas que hacen a Arabidopsis un excelente modelo de
estudio como su tamafio pequerio, facil reproduccién (1000 plantas/m?) en cadmara de
crecimiento o invernadero, es autofertil y no se cruza con facilidad entre si, variabilidad
genética, genoma secuenciado y pequefio, transformacion genética, y dispone de
varias herramientas moleculares y bioinformaticas para su estudio (Opanowicz et al.,
2008; Vogel et al., 2010; IBI, 2010). Ademas que se encuentra evolutivamente entre el
arroz y el trigo, pero con suficiente cercania a otras plantas de grano con grandes
genomas como maiz, cebada, centeno y avena. Esta cercania evolutiva permite hacer
comparaciones genomicas entre estas especies, dando a B. distachyon la importancia
como una especie modelo, aunado a las mudltiples herramientas moleculares

disponibles para su estudio.

Dentro de estas herramientas, la primera y mas importante, es su genoma
completamente secuenciado con un tamafio de 270 Mb. Adicionalmente es facil su
transformacion genética, hay mapa genético, métodos de cruzamiento eficientes,
datos de expresion, coleccion de tDNA y germoplasmas, cromosomas BAC,
condiciones de crecimiento definidas, protocolos de mutagénesis, secuencias TAG y

bajo porcentaje de ADN repetitivo debido a su tamafio (Brutnell et al., 2015)

Las caracteristicas fisioldgicas, morfoldgicas y moleculares de Brachypodium
distachyon lo han convertido en una planta modelo importante durante los ultimos
afos, que nos permite tener un mejor enfoque de estudio relativos a la evolucion,

tolerancia y/o funcién de la familia Poideae (Draper et al., 2001; Brutnell et al., 2015).

La respuesta al estrés por inundacion no se ha explorado en esta especie
modelo, por lo que se podrian encontrar genes de respuesta importantes que no se

hayan descrito previamente.
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Figura 4. Morfologia general de Brachypodium distachyon.

Plantas del ecotipo Bd2-3 con 38 dias de edad. Su fisiologia es comun de las plantas monocotiledéneas,
posee un tallo principal del cual surgen otro tallos divididos por nodos, hojas alargadas y delgadas cuyo
numero depende de la etapa de vida, espigas e inflorescencias que aparecen entre los 28 y 45 dias de

edad, segun el ecotipo.
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2. JUSTIFICACION

Debido a la suceptibilidad de México a los desastres naturales asociados a
tormentas tropicales por su localizacidon geografica, la inundacion es el segundo
desastre natural que causa mas dafios a los cultivos. Las pérdidas econOmicas
agricolas se traducen en ciclos productivos truncados, endeudamiento, dependencia

de apoyos de emrgencia y en muchos casos, en abandono de tierras y migracion.

Las plantas agroeconOmicamente importantes se han seleccionado
fenotipicamente de acuerdo a las caracteristicas Gtiles para la alimentacion humana,
lo que las ha llevado a la pérdida de caracteristicas importantes que le confieren
tolerancia a los diferentes tipos de estrés bidtico y abidtico, incluido el estrés por

inundacion.

Dado lo anterior, las plantas monocotiledéneas no domesticadas como el pasto
silvestre Brachypodium distachyon, pueden ser una fuente Gtil para encontrar nuevos
genes o mecanismos relacionados con la respuesta a la tolerancia del estrés por

inundacion.

En este trabajo, se realiza una busqueda de material genético de Brachypodium
con tolerancia contrastante a la inundacion, para analizarlo con un estudio
transcriptomico que permita encontrar mecanismos moleculares integrados de
relevancia fisiolégica expresados en el material tolerante. La intencion es que se pueda
usar la informacion para expandir el conocimiento actual de la fisiologia del estrés y
que estos mecanismos permitan en el futuro, planear estrategias biotecnolédgicas para
aumentar la capacidad de las plantas de cultivo monocotiledéneas de tolerar el estrés

por inundacion.
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3. HIPOTESIS

Las plantas de Brachypodium distachyon bajo estrés por inundacién expresaran

un transcriptoma que les permitira regular la homeostasis energética.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general.

Identificar los genes expresados durante el estrés por inundacién en

Brachypodium distachyon, una planta modelo monocotiledonea no domesticada.

4.2 Objetivos especificos.

1. Seleccionar ecotipos de Brachypodium distachyon (Bd21, Bd1l-1, Bd2-3 y
Tek10) con tolerancia contrastante después de ser sometidos a diferentes

tiempos de estrés por inundacion.
2. Determinar mediante secuenciacién de mensajeros (RNA-Seq) y herramientas

de bioinformética a los genes que se expresan diferencialmente en los ecotipos

contrastantes.

3. Confirmar mediante gPCR la expresion de genes descubiertos por el analisis
RNA-Seq.

4. Postular un modelo molecular que integre la respuesta ante el estrés por

inundacion de B. distachyon.
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5. METODOLOGIA

5.1 Material vegetal y su siembra.

Las semillas de B. distachyon que se utilizaron pertenecen a la coleccion del
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad del Papaloapan, Campus
Tuxtepec. Las semillas originales fueron donadas por el Departamento de Agricultura
de EUA (USDA) a través del Prof. David Garvin.

Las caracteristicas fisioldgicas principales de los ecotipos sembrados se muestran
en la Tabla 3. Se Seleccionaron por la tolerancia contrastante a sequia, pues en arroz,

las variedades tolerantes a la inundacion también lo son a la sequia (Fukao et al., 2006)

Tabla 3. Caracteristicas fisiol6gicas de los cuatro ecotipos seleccionados de Brachypodium
distachyon.

(. 2Reportado en proporcién Fv/Fm (Lou et al., 2011), ®Schwartz et al, 2010, ®determinado en este
estudio y reportado en Rivera- Contreras et al., 2016.

Ecotipo Actividad del | Contenido Acumulacién | Tiempo de Clase del Tolerancia a
fotosistema | de aguaen de biomasa | floracién® genotipo® la
en sequial’ | hojas en en hojas® inmersién®
sequial?
Bd21 Moderada | Moderada | Baja Temprana 1 Baja
Bd2-3 Baja Baja Baja Media 3 Moderada
Bd1-1 Alta Alta Moderada | Tardia 2 Alta
Tek10 Alta Alta Alta Tardia - Alta

Para desinfectar las semillas, se colocaron maximo 40 semillas en un tubo
Falcon con 35 ml de cloro comercial y agua (1:4) en agitacion por 5 min, se enjuagaron
tres veces con agua destilada estéril. Posteriormente, para romper la dormancia de la
semilla y sincronizar la germinacion, se llené el tubo con agua destilada estéril, todos

los tubos se envolvieron en papel aluminio e incubaron a 4°C por 4 d.
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La siembra se realiz6 en sustrato inerte Sunshine #3 (SunGro) que es una
mezcla de turba vegetal, vermiculita y agente de humedecimiento. Se le agregd perlita
en volumenes 4:1. Se esterilizé a 121°C por 60 min, una vez a temperatura ambiente,
se agrego 2% del peso (49.28 g x 16 litros) en fertilizante desbalanceado NPK 15-15-
17 (Nitrofoska).

Para todos los ensayos, las macetas se rotularon (ecotipo, fecha de siembra, y
dias de estrés), se les colocaron piedras al fondo para dar mayor peso a la maceta y
evitar su flotacion y se llenaron con sustrato al tope. Las semillas se introdujeron con
ayuda de unas pinzas dejando visible el asta, cinco por maceta. Las plantas crecieron
en el cuarto de crecimiento del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad
del Papaloapan con las siguientes condiciones: 16 h luz / 8 h oscuridad, luz 180 p E
m~2 s71, 50% humedad, 23°C de temperatura ambiente, con un régimen de riego de

cada dos dias.

5.2 Ensayos de inundacién.

Cien semillas por ecotipo se dividieron en grupos de 5 semillas por maceta, que
corresponden a un total de 4 macetas de cada tiempo de estrés a probar mas su
control. Un dia antes del estrés, se colocé una cama de arena por encima del sustrato
para evitar que flotara. El ensayo de inundacion se realiz6 en el cuarto de crecimiento
en las condiciones previamente descritas a los 14 d después de la germinacién. El

ensayo comenzo tres horas antes de la oscuridad.

En tinas de 45 cm de alto llenas con agua de la llave filtrada por filtros Hydronet
(Rotoplas), se sumergieron lentamente cada una de las macetas. Después del tiempo
determinado de estrés (que se indica en las secciones correspondientes) se retiraron
de la misma manera. Las macetas que se extrajeron del agua en cada tiempo de

estrés, se ordenaron en charolas y crecieron lado a lado con sus controles.

Se realizaron 10 ensayos de inundacion. Los primeros tres determinaron el tiempo

de estrés donde se observaban cambios fisiologicos determinantes en un rango de 1-
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9 d de estrés. Se realizaron seis ensayos adicionales para obtener datos estadisticos
confiables; de ellos, tres entre 1-2.5 d de estrés y tres entre 1-4 d y uno para colecta
de RNA-Seq.

5.3 Datos fisiolégicos

Se tomaron datos fisiologicos a partir del dia de germinacion, un dia antes del
ensayo de estrés (14 dias de edad), al finalizar el ensayo, seis dias y 12 dias después,
y hasta la floracion. Estos tiempos se determinaron por las observaciones relevantes
en los cambios fisioldgicos de la planta. Los datos registrados fueron la altura (medida
con regla), conteo manual de numero de hojas totales, tallos, hojas afectadas, edad y

fecha de floracion. Se fotografiaron cada uno de los dias en los que se tomaron datos.

Para los datos de floracion solo se obtuvieron de los ecotipos Bd21 y Bd2-3, ya
gue son similares en su ciclo de vida corto, contando desde el dia de germinacion

hasta la aparicion de la primera espiga de cada individuo.

Los datos se procesaron en Excel 2010, para graficar y obtener promedio,
desviacion, estandar, error estandar y prueba T de Student. Las pruebas ANOVA se
realizaron en MiniTab. El mejor indicador de estrés fue la supervivencia vegetal y se
utilizé para calcular el tiempo letal 50 en el servidor IC50 (http://ic50.tk) con los datos
de viabilidad de tres experimentos independientes después de seis dias de

recuperacion.

5.4 Colecta de muestras para secuenciacion.

Se realizé un ensayo de inundacion total de 48h, y se colecto el tejido aéreo de
5 individuos de cada condicién (control e inundacién) pertenecientes a 3 muestras

independientes de los ecotipos contrastantes Bd21 y Bd2-3. Las muestras se
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envolvieron en papel aluminio, se congelaron en nitrdgeno liquido y se almacenaron a

-70°C hasta su uso.

5.5 Extraccion de RNA para secuenciacion.

Para la obtencion de los 50 ug de RNA necesarios para la secuenciacion, se
realizd la extraccion mediante el protocolo de Trizol (Invitrogen, 15596018). Las
muestras para la secuenciacion se pulverizaron con nitrégeno liquido en un mortero y
se depositaron en un tubo coénico de 1.5 ml. Se agregd 1 ml de Trizol por cada 50-100

mg de tejido.

Después de 5 minutos a temperatura ambiente se agregd 0.3 ml de cloroformo
por cada ml de Trizol, se sacudié vigorosamente por 15 segundos e incubd por 2 a 3
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugd a 12,000 rpm por 15
min a 4°C, se separ¢ la fase acuosa formada a un nuevo tubo para el aislamiento de
RNA, se adicionaron 0.5 ml de isopropanol por cada ml de Trizol, se agito, y después
de 10 min a temperatura ambiente se centrifugé por 10 min a 4°C para obtener la

pastilla de RNA precipitado.

Para el lavado de la pastilla de RNA se removio el sobrenadante y se agregé 1
ml de etanol al 75% por cada ml de Trizol. Se agit6 y centrifugd a 7500 rpm por 5 min
a4°C. Elliquido se decantd y la pastilla se secé por 5 a 10 min a temperatura ambiente.
Se resuspendié en agua libre de RNasas y se almacené a -70°C.

5.6 Verificacion de integridad y cuantificacion de RNA

La integridad del RNA se visualizd por electroforesis en gel de agarosa
desnaturalizante al 1% (formaldehido 18%) empleando MOPS 1X como buffer de
corrida (Anexo 1). El gel se fotografi6 con el fotodocumentador (Ingenius LHR,
Syngene). La cuantificaciéon se realiz6 en el espectofotometro Nanodrop 2000 (Thermo

Scientific), utilizando como blanco agua libre de nucleasas. Para determinar si era
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correcta la purificacion se verificé que la relacion de proteinas (260/280) y organicos
(260/230), se usaron aquellas extracciones con una relacion igual o mayor a 2.

5.7 Digestion con DNasa.

Para la eliminacion de DNA de la extraccion del RNA total para la secuenciacion
se utilizé a la enzima DNase | (EN0521, Thermo Scientific,) en proporcion 1ul/pl RNA.
Para obtener 8ul de muestra total, se realizé el mix de la Tabla 4. De acuerdo a la
concentracion de RNA medida en el Nanodrop 2000 se ajusté el volumen necesario
de agua DEPC para completar la reaccion y luego se agregé el mix. Se incub6 a 37°C

por 30 minutos.

Tabla 4. Mezcla de reaccidn para digestién con DNasa.

Componente | Cantidad

RNA 8 ul
Buffer 8 ul
DNasa 8 ul.
Agua 56 pl

Total muestra | 80 ul

5.8 Purificacién por columnas de las muestras para secuenciacion.

Para aumentar la pureza de las muestras se realiz6 una limpieza por columnas
con el kit Direct-zol RNA miniPrep R2050S (Zymo Research, ZRC180114). Se paso la
muestra obtenida después de la digestion a una columna y se le agreg6 300 pl RNA
lysis Buffer, se centrifugd a 12,000 g por 60 s. Se transfiri6 el filtrado al tubo Zymo spin
IlIC, se centrifugo a 8,000 g por 30 s. Se agregaron 320 ul de etanol al filtrado en el
tubo de colecta y se mezclo por pipeteo. Se transfirié a la columna Zymo spin lic con
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el tubo de colecta, se centrifugd a 12,000 g por 30 s, se descarto el liquido del tubo
colector y se coloco nuevamente la columna, se centrifugd a 12,000 g por 1 min y se
repitidé. Se agregaron 800 ul de RNA wash buffer, y se centrifug6 a 12,000 g por 30 s,
se decantd y repitié 2 veces mas (en la ultima repeticién se agregaron solo 400 pl), y
se dejo secar. La columna se transfirié a un tubo de 1 ml, con el nombre de la muestra,
y se agregaron 25 ul de agua libre de RNAsas a la membrana y se esper6 1 min, se
centrifugd 10,000 g por 30 s, y se realizé nuevamente elucién con el mismo filtrado

para concentrar la muestra.

El purificado se midi6 en un espectrofotbmetro Nanodrop 2000 (Thermo
Scientific) y se observo en electroforesis de gel de agarosa al 1% (Anexo 2) para
asegurar la calidad de las muestras. Se normalizaron las muestras a 50 pl de RNA
total para tener una concentracion final de 50 pg/ 100pul. se almacenaron a -80°C y se
transportaron al Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Autonoma de

México en un tanque de nitrégeno liquido para su secuenciacion.

5.9 Secuenciacién RNA-seq en HiSeq Illumina.

Se llevo a cabo como un servicio en la Unidad Universitaria de Secuenciacion
Masiva, Instituto de Biotecnologia, Universidad Nacional Autbnoma de México (IBT-
UNAM) a cargo del Dr. Ricardo Grande. Se analiz6 la integridad del RNA con un
aparato de micro electroforesis Bioanalyzer 2100 (Agilent). Se construyeron 12
librerias de cDNA y se secuenciaron en una magina HiSeg2500 (lllumina) en formato
1x50 de 2 lineas. Las 12 librerias fueron triplicados de los dos ecotipos contrastantes

(Bb21 y Bd2-3) y las dos condiciones probadas (controles paralelos y 48 h de estrés).

Los datos crudos y su analisis se encuentran en el NCBI en la seccion Gene

Expression Omnibus con el nimero GEO GSE74222.
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5.10 Colecta para qPCR.

Se realiz6 un ensayo de inundacion total, independiente al de la secuenciacion
para colectar muestras durante las primeras 24 h de inundacion. Se inici6 la colecta 3
horas antes de la noche de las plantas y la tltima a las 24 h de inundacion, de acuerdo
al horario del cuarto de crecimiento y continuando de acuerdo a la programacion de la
Tabla 5. En total se obtuvieron 8 colectas, en cada una se cort6 el tejido aéreo de 5
individuos de 3 muestras independientes de cada ecotipo Bd21 y Bd2-3 (control e
inundacién), la cuales se colocaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -70°C.
Finalmente las muestras colectadas se pulverizaron en nitrégeno liquido para la

extraccion inmediata de RNA de acuerdo a lo especificado en la seccién 5.5.

Tabla 5. Programacién de los tiempos de colecta de plantas de Brachypodium distachyon para
andlisis de qPCR.

Las horas inundadas corresponden al tiempo que han pasado las plantas en estrés, donde 0
corresponde al control, los recuadros amarillo y gris indican el tiempo de luz/ oscuridad de las plantas
en el cuarto de crecimiento con respecto al horario de colecta, las X indican que no hubo colecta en esa
hora.

Dia

Hora 20000 | 2100 | 2200 | 23:00 000 1:00 200 | 3:00 | 400 | 500 | G600 T:00 200 12:00 | 18:00 | 20:00
de
colecta

Horas 1} 1 2 3 4 5 5 7 g B 10 11 12 158 20 24
inunda
das
No. De 1 X 2 ® 3 X x X 4 x x X 5 & T 3
colecta

511 Disefio de Primers.

De los genes seleccionados del analisis transcriptomico y el de ontologia de
acuerdo de acuerdo a su expresion diferencial y pertenencia a los grupos (detalles en
Seccion 6.5), a partir de sus secuencias en version CDS (sin exones) que se
descargaron en la pagina www.phytozome.jgi.doe.gov, se realizé el disefio de
oligonucledtidos en la pagina www.idtdna.com en la seccion “real time qPCR”. En cada

secuencia se identificaron los sitios de amplificacion de las secuencias de
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oligonucledtidos (Anexo 3) para comprobar que mantuvieran dos caracteristicas
estandar importantes: amplificar la region cercana al extremo 3’"UTR y temperatura de
alineamiento alrededor de los 62°C. Adicionalmente, los oligonucleétidos del gen
Bradi4g31040 que se disefiaron flanqueando su intron (Zamora, 2016), se usaron para
poder observar productos especificos de cDNA (150 pb) o de contaminacion por gDNA
(250 pb). La sintesis de los oligonucledtidos se realizO como un servicio en el

laboratorio Macrogen (www.macrogen.com, Korea)

5.12 Extraccion de DNA genomico.

Se pulverizd6 en nitrogeno liqguido una hoja de las muestras control y se
agregaron 500 ul de Buffer de extraccion (Tabla 6), se mezcl6 por vortex y, se incubd
a 65°C por 30 min. Se agregaron 500 pl de fenol cloroformo (24:1) y se agité en vortex
30 s, se centrifugd 10 min a 14,000 g, y se paso el sobrenadante a un tubo nuevo y se
agregaron 500 ul de isopropanol y se mezclé. Se incubd durante 30 min a temperatura
ambiente y se centrifug6 a 14,000 g por 15 min. Se removio6 el sobrenadante y se dejé
secar la pastilla. Posteriormente, se agregaron 750 pul etanol al 70% y centrifug6 por 7
min a maxima velocidad, se secé por 10 min, y se agregaron 100 ul de EB (Qiagen

elution buffer) y se almacenoé a -20°C.

Tabla 6. Buffer de extraccion para DNA genémico de Brachypodium distachyon.

Componente Cantidad
0.5 MEDTApPHS8 | 1 ml

2.5 M NacCl 2 mi

1M Tris pH 8 0.5 ml
10% SDS 0.4 ml
Agua desionizada | 6.1 ml
Vol. total 10 ml
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5.13 Comprobacion de primers en PCR

Los primers se disovieron con ddH20 (Anexo 1) en concentracion de
100pmol/ul. Para observar los tamafios esperados de los productos se realizé una
prueba de PCR con gDNA y la enzima Dream Taq Green PCR Master Mix (K1081,
Thermo Scientific). Se realiz6 una mezcla de reaccion PCR como en la Tabla 7, y se
agrego 1ul de gDNA 1:10.

Se uso el termociclador Techne (TC-512) con el programa de la Tabla 8.

Finalmente se observaron las muestras en un gel de agarosa al 2% (Anexo 2).

Tabla 7. Mezcla de reaccion PCR para comprobacion de primers de Brachypodium distachyon.

Componente Cantidad
ddH20 5ul
Dream Taq Green Master Mix | 10 ul
Primer F 2 pl
Primer R 2 pl
gDNA 1:50 1u

Vol. total 20 ul

Tabla 8. Programa de PCR para comprobacion de primers de los genes seleccionados de
Brachypodium distachyon.

Temperatura | Tiempo
Activacion de polimerasa y desnaturalizacion inicial | 95°C 10 min
Desnaturalizacion 95°C 15s
Alineamiento 56°C 30 s | 40 ciclos
Extension 72°C 30s
Elongacion final 72°C 30s
Curva Melting 60°C a 95°C
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5.14 Sintesis de cDNA

A las muestras de B. distachyon de la seccion 5.12 se les extrajo RNA como se
describe en la seccidon 5.5. Se observé el RNA en gel de agarosa desnaturalizante

(Anexo 2) para verificar su integridad.

Para comprobar la ausencia de gDNA, se utilizé la enzima DNA polimerasa
convencional DreamTaq Green PCR master mix (K1081, Thermo Scientific) y se usé
como templado una dilucién 1:20 de la solucién 0.5 pg de RNA en 9.5 pl ddH20. Como
control positivo se usaron 2ul gDNA 1:50 de Bd21. Una vez que se aseguro la ausencia
de gDNA mediante la confirmacion de que no se obtenia una banda de amplificacién,
se realizé sintesis de cDNA con el kit Maxima fist strand cDNA synthesis (K1642,
Thermo Scientific) como se muestra en la Tabla 9. Se agregaron 2.15 pg de RNA, y
se adicion6 el volumen necesario de ddH20 para obtener 14ul. Las muestras se
incubaron en el termociclador (TC-512, Techne) a 25°C por 10 min, 50°C por 30 min y
85°C por5 min.

Finalmente las muestras se prepararon para su uso en diluciones 1:10 de cDNA
sintetizado (6 pl cDNA + 54 ul ddH20).

Tabla 9. Mezcla de reaccion para sintesis de cDNA de Brachypodium distachyon.

Componente Cantidad

5X reaccién Mix 4 ul

Maxima enzyme Mix | 2 ul

RNA 2.15 g
ddH20 c.b.p.
Vol. Total 20 pl
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5.15 gPCR para célculo de eficiencia de primers.

Se utilizo cDNA de Bd21 con dos dias de estrés por inundacion en
concentracion de 5,000 ng. A partir del cDNA sintetizado de las muestras de RNA de

la seccidn 5.14 se realizaron las siguientes diluciones 1:4, 1:16, 1:64 y 1:256.

Se utilizé la enzima Maxima SYBR Green gPCR Master Mix (Thermo Scientific)

gue se agrego6 en el mix de la Tabla 10.

Tabla 10. Mezcla de reaccidn para el calculo de eficiencia de primers de Brachypodium
distachyon en qPCR.

Mix Méxima SYBR Green | (1X)

Agua libre de nucleasas 5l

Méaxima SYBR mix 10 pl
Primer Forward 1:10 2 ul
Primer Reverse 1:10 2 pl
cDNA de cada dilucion 1u

Los primers de los genes seleccionados (Tabla 13) se utilizaron en dilucion 1:10.
La mezcla se agité por inversion suave 30 veces y se cargaron duplicados de 20 pl
para cada primer en la placa de gPCR. Se us6 un Termociclador PikoReal 96 (Thermo
Scientific,) con el programa de la Tabla 11 y se uso el software precargado Piko Real

v. 2.2 para observar la curva de disociacion y calcular la eficiencia.

5.16 Anélisis bioinformatico y ensamble transcriptémico.

Las secuencias que se obtuvieron por illumina, se analizaron en colaboracién

con la Dra. Piyada Juntawong de la Kasetsart University en Bangkok, Tailandia.
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Tabla 11. Programa de gPCR y curva de disociacién de primers de Brachypodium distachyon.

Temperatura Tiempo
Activacién de polimerasa y 95°C 10 min
desnaturalizacion inicial
Desnaturalizacion 95°C 15s
Alineamiento 56°C 30s 40 ciclos
Extension 72°C 30s
Elongacion final 72°C 30s
Curva Melting 60°C a 95°C

Se empled el software lllumina Casava 1.7 para extraer las bases, y para
realizar el corte de las secuencias de adaptador se utilizd Trimmomatic (Bolger et al.,
2014).

Las secuencias limpias se mapearon en el genoma de Brachypodium
distachyon v.2.1 del ecotipo Bd21 (Bdistachyon 283 v2.0; descargado de
http://genome.jgi.doe.gov) con TopHat2 con los parametros -p 4 --library-type fr-
firststrand (Anders et al., 2016). El alineamiento de las lecturas a las regiones
gendmicas se cuantificé con HTseq (Anders et al., 2016). El analisis de los genes
expresados diferencialmente se realizd con el software edgeR con GLM (modelo lineal
generalizado) y una tasa de falsos descubrimientos < 0,05 (FDR). Se construyeron
tablas con cuentas por millon (CPM) para todos los modelos de genes y los resultados

para el analisis de la expresion diferencial.

Para el andlisis Ontologia de Genes (GO), se utilizé un el filtro de seleccion de
acuerdo a la regulacion en el CPM de Log2FC = 1.5 regulados positivamente, < - 1.5
regulados hacia abajo y un valor de FDR < 0.05 x 10-5. Una vez agrupados los datos
se ingresaron en la péagina Phytozome 10.3 (phytozome.jgi.doe.gov.) Con la
herramienta PhytoMine para obtener un listado de ontologia, valor P 0.05 y agrupados

Unicamente en procesos bioldgicos.
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Los datos analizados se encuentran almacenados en el disco compacto anexo

a esta tesis.

5.17 Deteccidn in situ de peréxido y superéxido.

Se realizdé un ensayo de inundacion con duracion de 24 h, se colectaron las
hojas de 5 individuos de 3 experimentos individuales de cada ecotipo. Para su tincion,
se utilizo el protocolo descrito por Fukao et al. (2011). Inmediatamente, se sumergieron

en tubos que contenian 25 ml del buffer de deteccion correspondiente.

Para detectar superoxido, se agregé 50 mg/100 ml de azul de nitrotetrazolio
(NBT; N6876, Sigma-Aldrich) en un buffer de fosfatos 10 mM pH 7.6. Para detectar
peréxido, se disolvieron 103 mg/100 ml de 3,3’diaminobencidina (DAB; D12384,
Sigma-Aldrich) en un buffer de TRIS acetato 50 mM, pH 5.0. Los tubos se colocaron
en agitacion por 4 horas envueltos en aluminio. Al finalizar, se retir6 el buffer y se
agregaron 40 ml de etanol (95%), se pusieron los tubos en bafio de agua hirviendo
durante 30 minutos para retirar la clorofila. Se desech6 el etanol y se rehidrataron las
hojas con 30 ml de glicerol (40%) durante 16 horas. Finalmente, se fotografiaron los
tejidos en un transiluminador de luz blanca y un estereoscopio para determinar
cualitativamente la coloracion de la tincion en las hojas. La preparacion de reactivos

se encuentra en el anexo 4.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Determinacion de ecotipos de Brachypodium distachyon con tolerancia

contrastante al estrés por inundacion.

Con base en el conocimiento de que la tolerancia a la sequia esta regulada por
un mecanismo cercano a la tolerancia a la inundacion en arroz (Fukao et al., 2011), se

seleccionaron cuatro ecotipos de B. distachyon con tolerancia contrastante a la sequia,
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Bd1l-1 y TeK-10 como tolerantes, Bd21 y Bd2-3 como sensibles (Luo et al., 2011).
Estos ecotipos también tienen variacion en su ciclo de vida por el tiempo de floracion
(Tabla 3; Hong et al., 2010).

Para determinar el tiempo de duracidén del estrés, se realiz6 un ensayo de
inundacion con los tiempos utiles conocidos para determinar la tolerancia en

Arabidopsis thaliana que son de 3, 5, 7y 9 d (Pefa-Castro et al., 2011).

Los principales cambios fisioldgicos que se observaron en Brachypodium se
manifestaron en las hojas, por ejemplo pérdida de turgidez, clorosis y necrosis (Figura
5). Sin embargo, aun cuando se conservaron partes sanas que mostraban la
posibilidad de supervivencia, al tomar datos fisiolégicos se observé la muerte de las
plantas, después de 5 d de estrés mas 6 dias de recuperacion. De tal forma, se
determind que si las plantas no presentan a los 6 dias después de la inmersion signos

de recuperacion, la planta se considerara muerta.

En este ensayo, Unicamente se pudieron obtener observaciones fisiol6gicas de los
individuos sumergidos por 3 dias, mientras que para los 5, 7y 9 d, el estrés fue muy
intenso y ninguna planta sobrevivié pasado el lapso de recuperacion. Asi, el siguiente
ensayo se recortd a una duracion de 1, 2, 3y 4 d. Sin embargo tampoco proporcionaron
una definicién entre el tiempo de estrés, por lo que se recortd finalmente a1, 1.5y 2,
2.5d de estrés.

Con estos tiempos, se realizaron 3 experimentos independientes y se tomaron
datos fisiolégicos de altura, hojas afectadas, viabilidad, y sélo para Bd21 y Bd2-3

también de tiempo a floracién debido a su floracion temprana.

Los cuatro ecotipos de Brachypodium que se estudiaron expresaron una
respuesta quiescente pues el tallo no se elongo en respuesta a la inundacion (Figura
6).

Se observoé que en el primer dia de estrés no se producen afectaciones severas,
aun después de los 6 d de recuperaciéon. Sin embargo en los individuos con 2.5 d de

estrés del ecotipo Bd21, las hojas no mostraron recuperacion y la mayoria presento
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clorosis o necrosis. El ecotipo Bd1-1 no recuperoé el crecimiento foliar en comparacion

con su control, y tnicamente Bd2-3 y Tek10 se recuperaron del estrés (Figura 6).

Para cuantificar diferencias entre los ecotipos, se tomaron datos fisioldgicos por
experimento y por dia de estrés. En los datos de altura no se obtuvieron diferencias
significativas, por lo que se descartdé como parametro de seleccion (Anexo 5). Cuando
se analizaron las hojas sanas por individuo y dias de estrés se observaron diferencias

significativas entre los ecotipos (Figura 7).

Figura 5. Cambios fisiol6gicos observados en plantas de Brachypodium distachyon sometidas
a estrés por inundacion.

A) Plantas con hojas encamadas al finalizar el estrés por inundacién. B) Plantas de Bd21 de 2.5 d de
estrés y control, las primeras con hojas con pérdida de turgencia y clorosis.

El ecotipo Bd21 es el que conservo el menor porcentaje de hojas sanas después
del estrés para continuar con las actividades fisiolégicas necesarias para su

supervivencia.

Los ecotipos Bd2-3, Bd1l-1 y Tekl10 resultaron con menor afectacion en las
hojas, conservando de 70-90% de sus hojas en condiciones favorables, sin
marchitamiento, clorosis, ni necrosis visible. Estos resultados concuerdan con los
datos reportados para sequia donde Bd1-1y Tek10 fueron los mas tolerantes (Luo et
al., 2011).

Para determinar la supervivencia de los ecotipos, se tomaron datos del

porcentaje de la diferencia entre individuos sobrevivientes con respecto al inicio del
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estrésde 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 5, 7y 9 dias de estrés y después de 6 dias de recuperacion.
Estos resultados muestran que el ecotipo que tiene menos porcentaje de supervivencia
es Bd21 (Figura 8).

A partir del segundo dia de estrés, el porcentaje de individuos vivos se

encuentra por debajo del 50%.

Figura 6. Plantas de los cuatro ecotipos de Brachypodium distachyon sometidos a estrés por
inundacion.

Plantas con 23 dias de edad y fotografiados 6 dias después de haberse sometido a la inmersion por el
tiempo indicado.

Para cuantificar el indice de supervivencia y asi poder determinar un ecotipo
tolerante se calcul6 el tiempo letal 50 (LTso) que indica el tiempo en que el 50% de los
individuos de cada ecotipo ha muerto mediante el servidor ic50.tk. El LTso para los
ecotipos fue de 2.6 +0.1,3.4+0.1,4.7 £ 0.1, 4.9 £ 0.1 para los ecotipos Bd21, Bd2-3,
Bd1-1y Tek10, respectivamente (Figura 8)

La observacion del porcentaje de hojas sanas y el valor de LTso demuestran que
el ecotipo Bd21 es el mas sensible ante el estrés por inundacion mientras que los

ecotipos Bd2-3, Bd1-1y Tek10 son mas tolerantes.

Para seleccionar al ecotipo tolerante que se usaria en los experimentos

moleculares, se tomaron en cuenta las caracteristicas fisiologicas diferenciales en
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comparacion con el ecotipo sensible (Tabla 3). La principal diferencia entre ellos es el
tiempo a floracion, Bd1-1 y Tek10 son de tiempo largos (60 d), mientras que Bd2-3 y

Bd21 son de tiempo corto.

Figura 7. Porcentaje de hojas sanas por ecotipo de Brachypodium distachyon después de seis
dias de recuperacién posteriores al estrés por inundacion.

Corresponde a los datos de 3 experimentos independientes. Los dias corresponden a la duracion del
estrés. Datos promedio de 3 experimentos independientes, + E.E. Las letras diferentes indican
diferencias significativas entre ecotipos, prueba t de Student p<0.01.

Debido a que los procesos de floracién se ven afectados a nivel molecular en
plantas en estrés por inundacion (Pefia-Castro et al., 2011), se penso que al comparar
ecotipos de distinto habito en el andlisis transcriptomico, las variaciones a nivel
molecular no se podrian discutir si son debido al estrés por inundacién o a la fisiologia
del ecotipo. Ya que Bd2-3 es similar en tiempo de floracion a Bd21, se decidio
considerarlo como el ecotipo tolerante para este estudio. En soporte de la decision
anterior, las diferencias fisiologicas después de seis dias de recuperacion del estrés
por inundaciéon entre Bd21 y Bd2-3 son diferenciales, tanto cuantitativamente (Figura

8) como visualmente (Figura 9).
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Figura 8. Tiempo letal 50 de los cuatro ecotipos Brachypodium distachyon en estrés por
inundacion.

Los datos de supervivencia se colectaron a los seis dias de recuperacion. Se muestran los resultados
de tres experimentos independientes (n=15 plantas).
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Figura 9. Supervivencia de Brachypodium distachyon en estrés por inundacién.

Ecotipos A) Bd2-3 y B) Bd21 con 20 dias de edad, después de seis dias de recuperacion.
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6.2 Calidad de las muestras secuenciadas por RNA-Seq.

Para determinar la pureza e integridad de las muestras de RNA que se utilizaron
en la secuenciacion, se observaron en gel de agarosa las dos bandas caracteristicas
del rRNA bien definidas y sin signos de barrido (Figura 10A), lo que determin6
visualmente la integridad del RNA. También los resultados en Bioanalyzer mostraron
los picos de integridad de las dos partes del rRNA 28s y 18s (Figura 10B) y los valores
de integridad RIN se encontraron entre 6.4-7.2 (Figura 10D; Anexo 6). Las doce
muestras analizadas que corresponden a los triplicados enviados de las dos
condiciones y ecotipos tuvieron las caracteristicas similares (Figura 10C).

La secuenciacion de las librerias de RNA-seq fue en formato 1X50. Se entregd
en formato FASTA con los siguientes datos por secuencia encontrada: equipo de
secuenciacion, versién y coordenadas de secuenciacion, seguido de 50 nucle6tidos
encontrados entre los adaptadores de secuenciacion, un signo positivo (+) que es un
lugar asignado para agregar descripciones adicionales o secuencias extras, un codigo
de letras que determina la calidad de la unién de cada base asignado en el programa
Phred 3 (Figura 11).

6.3 Analisis transcriptomico por RNA-Seq.

Para 20,743 genes de la version genémica 2.1, se obtuvieron los parametros de
cuentas por millén (CPM) y Log2FC (FDR < 0.05x10°) que indican respectivamente la
abundancia del nimero de transcritos de cada gen en una condicién y el nimero de

veces que se doblé la expresion.

Lo anterior para las 6 condiciones resultantes de las combinaciones de ecotipo
y estrés. Cuando se agruparon los transcritos de acuerdo al filtro de seleccién descrito
en la seccién 5.16, 317 genes se regularon positivamente en ambos ecotipos, 466
fueron exclusivos de Bd2-3 y 706 de Bd21. Aquellos regulados hacia abajo en comun
fueron 330, y exclusivamente son 851 en Bd2-3, y 1026 en Bd21 (Figura 12).
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[FHTTTTTTTIC o n tro | FHHTTTTTTTN undacio nEHETTTTTT o nt ro | FHHHTTTHTTTTTN un da cié nFHHTT

Bd2-3 Bd21

Figura 10. Integridad del RNA de plantas de Brachypodium distachyon bajo estrés por
inundacion de 48 h.

A) Gel de agarosa 1% muestra de RNA de los dos ecotipos en condiciones control y 2 dias de
inundacion. B) Visualizacién en Bioanalizer de las 12 muestras de la extraccion de RNA para la
secuenciacion. C) Cadigos de indentificacion en librerias. D) Grafica de Bioanalyzer de la muestra la

(Bd2-3 control) donde se observan el RIN y dos picos principales que corresponden a los rRNAs 18s y
28s.
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Figura 11. Archivo FASTA de las secuencias de RNA-seq.

1. Datos, version y coordenadas del equipo de secuenciacion. 2. indice de diferenciacion de librerias 3.
Secuencia de 50 nucledtidos encontrada dentro de los adaptadores. 4. Letras asignadas por la calidad

de unién entre bases, asignadas por el programa Phred 3,

A estos genes que se expresaron diferencialmente, se les realiz6 un analisis de

ontologia de genes (GO).

El analisis de GO se fragmentd agrupando los genes en categorias de acuerdo
a su expresion, regulados hacia arriba (up), regulados hacia abajo (down), y presentes
constantemente (cons). De esta clasificacion, resultaron 8 combinaciones diferentes
contrastando los ecotipos Bd21-Bd2-3 y son Up-Up, Up-dwn, Up-cons, Dwn-Cons,
Dwn-Dwn, Cons-Up, Cons-Dwn (Tabla 12). Este analisis se verifico también con el
software Fuzzy K-mean para analisis de Differential Gene Expression que mostro
resultados similares (ver disco compacto).

Bd 2-3 Bd 21 Bd 2-3 Bd 21

A) B)
| 466 31> 706 l 851 33> 1,026

Figura 12. Diagrama de Venn de transcritos regulados exclusivay comunmente en los ecotipos
de Brachypodium distachyon Bd21 y Bd2-3 en 48 h de estrés por inundacién.

A) Regulados positivamente B) Regulados negativamente. FDR < 0.05 x 107%; Log2FC 2 1.5 or < -1.5.
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En los transcritos regulados positivamente durante el estrés por inundacion en
ambos ecotipos (Up-Up), se encontraron genes previamente reportados dentro del
grupo de los Genes Centrales de hipoxia (GCH; Mustroph et al.,, 2009) como
ALCOHOL DEHYDROGENASE (ADH, Bradi4g22620), PYRUVATE
DECARBOXYLASE (PDC, Bradilg65440), UNIVERSAL STRESS PROTEIN (HUP,
Bradi2g20680), SUCROSE SYNTASE (SUS1, Bradi46670) y ERFs VIl, RELATED TO
AP 2.12 (RAP 2.12, Bradilg72457, Bradi3g60120, Bradilg46690, Bradi4g31040)
(RAP2.3, Bradi2g27920) APETALA 2 (AP2, Bradi2g11890).

Otros grupos regulados positivamente son los procesos de fosforilacion,
modificacion de proteinas, procesos metabdlicos del fosforo donde se encontraron
genes como PROTEIN KINASE (PK, Bradi1g05090), CYSTEIN RICH KINASE (CRK,
Bradilg12377), RECEPTOR LECTIN KINASE (RLK, Bragilg46690, Bradilg23730) y
factores de transcripcion ERFs VII APETALA 2 (AP2, Bradi3g60120, Bradi4g31040,
Bradilg46690, Bradi2g11890). Estos datos indican, como se esperaba, que B.
distachyon responde con los GCH caracteristicos de la bioquimica anaerobia de forma
similar a otras plantas que se han analizado como Arabidopsis, Rumex y arroz. De tal
forma, la diferencia en la tolerancia se podria encontrar en grupos de accién alternativa

o periférica a los GCH.

Los regulados hacia abajo en comun (Dwn/Dwn) pertenecen al grupo de
respuesta a quimicos, procesos fotosintéticos, biosintesis y metabolismo de péptidos,
transporte y localizacion. Estos genes indicarian mecanismos prescindibles durante el
estrés por inundaciéon. En el caso de los procesos fotosintéticos se apagarian para
disminuir la inversion energética en un proceso deprimido por la disminucién de la

energia luminosa.

De los grupos diferenciales, el mas informativo resulté ser Up-Cons, pues se
encontraron genes involucrados en procesos de oOxido reduccion (GO: 0055114),
biosintesis y metabolismo de trehalosa (GO: 0005992, GO: 0005991), respuesta a
estrés oxidativo (GO: 0006979), respuesta a auxinas, a sustancias toxicas,
metabolismo y modificacion de aminoacidos. La pertenencia a este grupo, indica que

se regulan positivamente durante el estrés en Bd21, pero que en Bd2-3 se expresan
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constitutivamente aun en la condicion control. Dicho de otra manera, son genes que
se encuentran mas expresados en Bd2-3 sin necesidad de someterse a estrés por
inundacion. La identidad de estos genes es de enzimas de respuesta a estrés oxidativo
como PEROXIDASE (PER, Bradi3g09100, Bradilgl7860), OXIDOREDUCTASE
(Bradi4g39950), ASCORBATE PEROXIDASE (ASP, Bradi4g05190, Bradi4g27680),
CYTOCHROME P450 (P450, Bradi2g10294), HAEMOGLOBIN1 (HB1, Bradi1lg37100,
Bradilg69320, Bradi2g19690) y NITRATE REDUCTASE (NR, Bradi3g37940,
Bradi3g57680, Bradi3g57990).

Este conjunto de genes permite inferir que la tolerancia superior al estrés del
ecotipo Bd2-3 en comparaciéon con Bd21l, pudiera deberse a la diferencia en la
regulacion de los genes encargados de respuesta al estrés oxidativo que se presenta
durante y después de la inundacién (Fukao et al.,, 2011). Bd2-3 se encontraria
preparado al expresar de forma constante a estos genes, mientras que Bd21 debe

invertir energia en inducirlos durante el estrés.

6.4 Determinaciédn de estrés oxidativo in situ

Para determinar si existe una afectacion histolégica diferencial como respuesta
al estrés oxidativo como indica el RNA-Seq, se realizaron tinciones en hojas de todos
los ecotipos para detectar la acumulacion de superéxido (mediante azul de trazolium,

NBT) y de peroxido de hidrogeno (mediante diaminobenzidina DAB).

En Bd21 con NBT se observo tincién azul que indica la presencia de superoxido
aun en condiciones de crecimiento normal y se acentud en el estrés (Figura 13). Al
observar en un estereoscopio a 4X, la coloracion se incremento hacia la parte media
de las venas. En el resto de los ecotipos mas tolerantes no se observé coloracién por
superéxido en condiciones normales o fué menor a Bd21. En el caso de las hojas
sometidas a estrés, el resto de los ecotipos mostroé una tincion menos intensa (Figura
13).

44



Tabla 12. Analisis de ontologia de genes de ecotipos de Brachypodium distachyon sometidos a
estrés por inundacion por 48 h.

Las categorias de comparacion son en el 6rden Bd21-Bd2-3 de los transcritos seleccionados por FDR

< 0.05 x 10-5, Log2FC = 1.5 0 < - 1.5. Regulacién constante (cons), regulacion hacia arriba (up),
regulacion hacia abajo (dwn).
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La tincion de DAB indicé de color café la acumulacion de peroxido. Se detectd
una acumulacion muy marcada en Bd21, menos en Bd2-3 y apenas detectable en
Tek10 y Bd1-1 en condiciones de crecimiento normal. En estrés, se observo en Bd21
la mayor tincibn mientras que en el resto de los ecotipos se mantuvo similar o
ligeramente superior al control. En la visualizacion a 4X, se confirmé que la coloracion

es mas intensa en Bd21.

Debido a que las especies reactivas de oxigeno (ERO) atacan constantemente
a las células, incluso en condiciones de crecimiento normal, los organismos necesitan
mecanismos de atenuacion de este dafio. La acumulacion de las ERO pueden causar
un dafo celular irreversible a nivel de ADN y en la organizacién de la cromatina, lo que

imposibilita la transcripcion de genes (Vanlerberghe, 2013).

De estas pruebas histologicas se concluye que si hay un dafio mayor en las
hojas del ecotipo sensible Bd21. Se puede inferir que el manejo de las ERO durante el
estrés, no se lleva a cabo eficientemente por Bd21 y esto impacta en su capacidad de
supervivencia. De tal forma, la muerte se puede deber a la pérdida de funciones
celulares a causa de las ERO. En Bd2-3 y el resto de los ecotipos tolerantes
estudiados, a pesar de también estar expuestas al estrés de ERO, podrian tener la
cacapacidad de seguir con sus procesos metabdlicos basicos aunque disminuidos, es

adecuado para soportar al estrés oxidativo resultante de la inundacion.

6.5 Oligonucledtidos para analisis de expresion en qPCR.

Una vez determinados mediante el analisis de ontologia los grupos movilizados
diferencial y significativamente en los ecotipos contrastantes, se realizo el disefio de
oligonucledtidos para llevar a cabo la dinamica de expresion mediante gPCR en los
ecotipos Bd21 y Bd2-3, durante las primeras 12 h de estrés bajo el efecto del ciclo
diurno. Para este experimento se seleccionaron transcritos que representaran grupos

de expresion diferencial y que tuvieran un papel significativo en la inundacion.
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Figura 13. Deteccién de superéxido y peroxido de hidrogeno en Brachypodium distachyon en
estrés por inundacion.

Se muestran las hojas de una planta de los ecotipos que se indican después de 24 horas de inundacion.
A) Tincién con NBT, la coloracion azul indica presencia de superoxido. B) Tincion con DAB, el color
rojizo indica la presencia de peréxido. C y D) Imagenes de estereoscopio (4X) de las hojas tefiidas con
NBT y DAB respectivamente. El experimento se repitié dos veces con los mismos resultados.
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De tal forma, se escogieron a ALTERNATIVE OXIDASE 1 (estrés oxidativo;
AOX1, Bradi5g20547) HAEMOGLOBIN 1 (estrés oxidativo; HB1; Bradilg69320),
ALPHA AMYLASE 1 (metabolismo de almidon; AMY1; Bradi3g58010), ALCOHOL
DEHYDROGENASE 1 (hipoxia; ADH1; Bradi4g22620), TRIACYLGLYCEROL LIPASE
LIKE 1 (metabolismo de lipidos; TLL1; Bradi2g35450). Los cinco genes seleccionados
representan a los grupos de transcripcion utilizados para realizar el andlisis de
ontologia de genes de acuerdo al valor Log2FC ademas de ser representantes de los

principales grupos movilizados en respuesta al estrés (Tabla 13).

Para probar en PCR a los oligonucleotidos que se disefiaron (Tabla 13) se llevo
a cabo la extraccion de gDNA de ambos ecotipos y se determind la calidad mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% (Anexo 2). La banda muestra alto peso
molecular con respecto al marcador, lo que nos indica la presencia y calidad del DNA
extraido (Figura 14).

6.6 Seleccion de los tiempos de colecta, extraccion y control de calidad de

RNA para el analisis de expresion en qPCR.

Se realizé la colecta de acuerdo a los tiempos descritos en la metodologia
(Tabla 5) con el Zeitgeber Time (ZT) 13 como el tiempo 0, es decir, tres horas antes
de la oscuridad. Esta decision se basé en experimentos previos donde se mostro que
en la planta modelo Arabidopsis thaliana algunos genes que muestran
comportamientos oscilatorios durante el inicio y final de la noche, se alteran por la
inundacién y son determinantes en el desarrollo de las plantas, por ejemplo, la floracion
(Pena-Castro et al., 2011).
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Tabla 13. Oligonucleétidos de Brachypodium distachyon disefiados para cuantificar su
expresion en qPCR.

Se muestra el nombre del gen, la secuencia de amplificacion final, el tipo de transcripcién en el ecotipo
sensible (s) — tolerante (t), el porcentaje de eficiencia, R, el tamafio de amplicén y la temperatura
adecuadas para el analisis.

Expresion
Nombre Gen Abreviatura Secuencia (S-T) Efic % R2 |Amplicén| Tm

HAEMOGLOBIN 1 Bradi1lg69320 HMB_F ACGCCGTGTCTGTCTTTATC up-cons 82.5 | 0.93 128 62
HMB_R ATCTGCCACGCCGTATTT

ALTERNATIVE

OXIDASE 1 Bradi5g20547 AOX_F GAGTCTTCTTCAACGCCTACTT up-dwn 109.3 | 0.99 100 62
AOX_R GTATAAGACTTCACGGCCTCTTC

TRYACYLCLYCEROL

LIPASE LIKE 1 Bradi2g35450 TRIGLI_F |CGTCGAGGATGTCGTTATCAA dow-cons | 103.5 | 0.95 96 62
TRIGLI_R |CGGTATGCCAGTAGTCGTTATT

ALCOHOL

DEHYDROGENASE 1 |Bradi4g22620 ADH2_F GAGTACACCGTGATCCATGTC up-up 102.8 | 0.99 104 62
ADH2_R GCACCAAGACCAGTTGAAATAC

ALPHA AMYLASE 1  |Bradi3g58010 AMY_F GGAGCCCATGCATCTTCTATG up-cons 109.3 | 0.99 108 62
AMY_R GCTTGCTGTCCTTGTGGAT

Figura 14. Comprobacién de amplificacion por los oligonucleétidos disefiados en gDNA de
Brachypodium distachyon Bd21.

El tamafio de banda esperado de cada par de oligonucle6tidos seleccionados esta en la Tabla 13.
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Se determiné utilizar las muestras correspondientes a colectas de 0,2,8y 12 h
de estrés debido a que estos tiempos abarcarian la dltima hora de la noche, la primera

del dia y toda la fase oscura.

Para realizar el control de calidad de las extracciones de RNA que se usarian
en la cuantificacion de la expresion, primero se verifico su calidad e integridad en gel
de agarosa 1% donde no se encontré degradacion de las dos bandas del ribosoma
(Figura 15). El siguiente paso fue corroborar la ausencia de gDNA en las muestras,
utilizando el gen ACTIN (Bradi2g24070; Figura 16).

Figura 15 .Verificacion de integridad de las muestras de RNA de Brachypodium distachyon para
gPCR.

Gel de agarosa 1% donde se muestra la integridad de las dos subunidades de RNA ribosomal en los 4
tiempos en condiciones control (C) e inundacién (I) de los ecotipos Bd21 y Bd2-3.

Figura 16. Verificacion de ausencia de gDNA en extracciones de RNA de Brachypodium
distachyon en estrés por inundacion.

Se utilizd como control positivo el gen constitutivo de actina para los dos ecotipos. No se observa
amplificacion excepto en el positivo (+). Control (C), inundacién (I).
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De las muestras anteriores se sintetiz6 cDNA y se usé como molde en PCR con
oligonucledtidos del gen Bradi4g31040 como control que amplifica una banda de 250
pb tamafio si hay presencia de gDNA. No se observaron productos de gDNA en los
cDNAs (Figura 17).

La eficiencia en la amplificacion de cada oligo se probé en diluciones de 1:4 a
1:16, 1:64: 1:256 y se obtuvieron los porcentajes de la Tabla 13 que estan en el rango
de 90-120 6ptimo para gPCR., excepto en el caso de HB1 que se encontro ligeramente
inferior. También se calculé la R? para verificar la variabilidad en los valores de

amplificacion., ya que todas son superiores a 0.9 se tomaron como adecuadas.

6.7 Andlisis cuantitativo en gPCR para determinar la expresién de los genes

diferenciales.

El analisis de expresion por gPCR revel6 el comportamiento de los genes
seleccionados en condiciones de control y estrés (Tabla 14), en una cinética de
expresion con las muestras ZT13, ZT15, ZT22, ZT2, que abarcan las primeras doce

horas de estrés (Figura 18).

Figura 17. Verificacién de cDNA de ecotipos de Brachypodium distachyon durante estrés por
inundacion.

Se observa la amplificacion de 250pb del gen Bradi4g31040 a partir de gDNA (+) y ninguna en el
negativo (-) donde no se agregdé molde. La banda de 150 pb corresponde a la amplificaciéon de cDNA.
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Tabla 14. Expresion en valor Log2FC de los genes de Brachypodium distachyon seleccionados
para el analisis en qPCR.

El color indica la regulacion de la transcripcion. 21s: Bd21 sumergido, 21c: Bd21 control, 2-3s: Bd2-3
sumergido, 2-3c: Bd2-3 control, Up: movilizados hacia arriba, Cons: transcripciéon constante, Dwn:
movilizados hacia abajo. FDR < 0.05 x 1075; Log2FC 2 1.5 or £ -1.5.

Grupo
Nombre Gen 21s/21c 21c/2-3c | 21s/2-3s |2-3s/2-3c 91/2-3
Hemoglobina (HB1) Bradi1g69320 8.1 8 -0.3 0.6 up-cons
Oxidasa alternativa (AOX)  [Bradi5g20547 3.9 4 3.5 9 up-dwn
Lipasa (TLL) Bradi2g35450 6.4 3.4 -0.4 dow-cons
Alcohol deshidrogenasa
(ADH1) Bradi4g22620 8.4 -1.4 -0.2 7.1 up-up
Amilasa (AMY) Bradi3g58010 3.8 -0.6) 1.3 up-cons

.-3 -2-101 2 345

LogzFC

Como se esperaba de los datos de RNA-Seq, el gen ADH1 se indujo en
condiciones de estrés en ambos ecotipos sin una diferencia significativa, mientras en
control permanecio 100 veces menos abundante sin responder a la noche (Figura 18
A). Se seleccioné como un gen prototipico del grupo Up-Up, por su papel en la
respuesta bioguimica anaerobia durante el estrés por hipoxia (Bailey-Serres et al.,
2013; Banti y Giuntoli, 2013).

En el caso de AMY, en condiciones de control se muestra con mayor regulaciéon
en Bd2-3 (Figura 18 B). Al participar en la degradaciéon de almidén, se observé que se
transcribié mas al inicio de la noche y disminuyé al avanzar la noche. Sin embargo, se
mostro la separacion significativa en el pico maximo entre los dos ecotipos con una
expresion mayor en condiciones normales en Bd2-3 mientras que en Bd21 no se
observa respuesta a la noche. En inundacion, se aumentd hasta 40 veces mas la
expresion y se recorrié la fase maxima 6 h de la noche hacia el dia y con mayor
intensidad en Bd21. Esto podria deberse a que durante el estrés, las plantas
responderian almacenando la mayor energia posible en forma de almidon, y por ello

es necesario adelantar la actividad de esta enzima para poder responder mejor a la
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crisis de hipoxia y principalmente a la ausencia de luz. El ecotipo tolerante respondio
con menor intensidad, lo que indica que estaria administrando mejor el consumo de

almidén, como se observo en cultivares tolerantes de arroz (Fukao et al., 2006).

El transcrito de AOX mostré una expresion constitutiva en condiciones de
control en ambos ecotipos. Mientras que en condiciones de estrés se separa de forma
inducible en Bd21 (sensible) y aumenta su regulacion durante la noche; en Bd2-3

(tolerante) permanece insensible al estrés y a la noche (Figura 18 C).

Como se esperaba a partir del andlisis transcriptomico, el gen TLL1 mostrd una
inhibicion de su transcripcién (Figura 18 D). Con su seguimiento en cinética, se
observé que tiene una expresion oscilatoria contrastante entre ecotipos durante la
noche en condiciones de control. Durante el estrés, en Bd2-3 permanecié con una

transcripcion minima y constante.

En combinacion con los resultados de GO que indicé que muchos de los genes
reprimidos pertenecen al metabolismo de lipidos, esta respuesta durante el estrés se
puede generalizar en el contexto de los lipidos como almacenadores de energia en
células y semillas, defensa contras patégenos y fluidez de la membrana. Se puede
hipotetizar que Bd21 en condiciones de estrés al mantener la transcripcion de este
gen, gasta recursos importantes que pudieran ser invertidos en otros procesos que le
confieran una mejor tolerancia al estrés. Por otra parte, Bd2-3 limita la transcripcion de
la lipasa, lo que le permitiria conservar estos lipidos y ser una de las ventajas sobre el

ecotipo sensible.

Por ejemplo una via para mantener la homeostasis lipidica es mediante la ACYL
COENZYME A BINDING PROTEIN (ACBP) que promueve la generacion de la
cadena lipidica para la restauracién de la membrana (Zhang et al., 2012). HB1 en Bd21
tuvo una transcripcion en condiciones de control menor a Bd2-3, salvo durante el

amanecer, probablemente en respuesta al choque oxidativo diurno.

Este resultado indica que Bd2-3 esta mejor preparado para responder al estrés

oxidativo y colocaria a HB1 como una enzima crucial de la tolerancia.
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Figura 18. Andlisis cuantitativo en gPCR durante las primeras 12 horas de estrés por inundacion de cinco genes seleccionados de
Brachypodium distachyon.

Los valores estan normalizados al tiempo. Las barras blancas y negras indican dia y noche respectivamente. Los valores presentados son el
resultado de la expresion de tres experimentos independientes con duplicados técnicos, normalizados con UBIQUITIN (Bradilg32860). Las letras
indican diferencias entre los ecotipos y el tiempo en estrés calculado por una prueba de ANOVA de dos vias p<0.05.
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Durante el estrés, ambos ecotipos expresaron intensamente a HB1, sin
embargo, en Bd2-3 se mantuvo significativamente su expresién un orden de magnitud
por encima de Bd21 (Figura 18 E).

Tomando en cuenta de manera conjunta los resultados de expresion de AOX 'y
HB1 con la histologia de especies reactivas de oxigeno, se puede concluir que el
ecotipo tolerante se encuentra preparado incluso en condiciones normales para
enfrentarse a los cambios en el ambiente ocasionados por el estrés oxidativo con la
participacion de la hemoglobina como primera linea de defensa. Por otra parte, el
ecotipo sensible debe utilizar a la oxidasa alternativa para responder al estrés
oxidativo. Este manejo diferencial podria ser determinante en la respuesta, debido a
que Bd21 requiere invertir energia para inducir a AOX y destoxificar electrones que no
participan en la sintesis de ATP, mientras que Bd2-3, al tener una transcripcion
constitutiva de HB1, puede protegerse del estrés oxidativo y mantener intactas las vias

de obtencién de energia.

7. Modelo de tolerancia al estrés por inundacién.

Con los datos de RNA-Seq, de fisiologia e histologia vegetal y de analisis de
expresion, se puede proponer un modelo que explique en estos niveles la mayor
tolerancia de Bd2-3 con respecto a Bd21. Para ello, se analizaron nuevamente los
grupos GO pero ahora también en el contexto de familias génicas y tomando en cuenta
abundancia y estado de expresion en condicién control. Adicionalmente, se exploraron
de forma manual mecanismos conocidos de la respuesta a inundacién como el

metabolismo primario y la inhibicién de la floracion.

7.1 Manejo de estrés oxidativo y procesos de 6xido reduccion.

A nivel de transcripcion, el andlisis GO del transcriptoma mostré los grupos de
respuesta al estrés oxidativo (GO: 006979) y de o6xido reduccion (GO: 0055114)
regulados de forma diferencial en los ecotipos. Mientras en Bd2-3 tienen una
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regulacion de diferentes subgrupos en ambas condiciones, Bd21 los regula
negativamente (Tabla 12). Dentro de estos grupos se encuentran 35 transcritos para
enzimas reguladoras de especies reactivas de oxigeno y del ciclo del 6xido nitrico
como PEROXIDASE (Bradi2g60860, Bradilg27920), NADH OXIDOREDUCTASE
(Bradilg47700), ASCORBATE OXIDASE (Bradi4g34690), y CYTOCHROME P450
(Bradi3g22840, Bradi2g10294). Este grupo de genes se reguld positivamente en Bd2-
3 en estrés mientras que en Bd21 se mantuvo constante en la expresion (Figura 19 A).
Aun asi, Bd2-3 tiene una expresion mas intensa de estos transcritos en inundacion.
De tal forma, Bd2-3 parece tener un mecanismo rio arriba que contiene al estrés
oxidativo y evita que llegue a saturar los mecanismos de defensa a nivel de superéxido

y peréxido que de cualquier forma, se expresan mejor que en Bd21.

Un mecanismo de defensa oxidativa pasivo que se detectd involucra a las tres
NITRATE REDUCTASE (NR) en Bd2-3 que en Bd21, se regulan negativamente de
manera mas fuerte durante la inundacion (Figura 19 B). Las NR, ademas de patrticipar
en el metabolismo normal de nitrégeno, también participan en la produccion de éxido
nitrico (NO), una fitohormona y especie reactiva de oxigeno. Durante condiciones
normales, el NO es una molécula esencial para la degradacién de los ERFs-VII (Gibbs
et al., 2014). Asi, se puede hipotetizar que la diminucién de la expresion de NR tendria
como consecuencias tanto la disminucion de estrés oxidativo asi como la estabilizacion

de la sefalizacion molecular por ERFs.

Adicionalmente, se encontraron cinco oxidasas alternativas de las cuales dos
(Bradi5g20557 y Bradi5g20547) muestran una transcripcién positiva en Bd21 en
comparacion con Bd2-3 lo que indicaria que Bd21 necesita invertir recursos en el
manejo de ROS rio abajo de NR (Figura 19 C)

La produccién de NO se puede limitar de forma pasiva regulando negativamente
a las NR, pero también de forma activa mediante el ciclo de la proteina hemoglobina
que cataliza la destoxificacion de NO en NOs™ (Hill, 2012). En el transcriptoma, también
se encontro dentro del grupo de estrés oxidativo al gen de HAEMOGLOBIN 1 (HB1,

Bradilg69320) que mostré6 una expresion diferencial significativa en condiciones
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control, pues mientras que en Bd21 se expresa muy poco (0.14-0.19 CPM), en Bd2-3
ya se encuentra presente (26.2-69.2 CPM; Figura 19 D).

Los cambios de transcripcion de las enzimas reguladoras de Oxido nitrico y
especies reactivas de oxigeno permiten proponer que existe un manejo diferencial
homeostéatico de NO mediante el ciclo de hemoglobina. Debido a que estudios previos
mostraron que SUB1A orquesta la regulacion de sistemas antioxidantes, mediante la
induccion de enzimas como la superoxido dismutasa y la catalasa en especies de

arroz, se mejoraria la tolerancia al estrés oxidativo (Fukao et al., 2011).

Se buscaron otros componentes del ciclo de la hemoglobina como las NADPH
Oxido reductasas y la aconitasa, pero no fueron diferenciales o regulados
positivamente en ambos ecotipos, respectivamente (Figura 19 E, F)

La induccion de HBL1 se reportd previamente en Arabidopsis thaliana (Watts et
al., 2001), alfalfa (Medicago sativa; lgamberdiev et al., 2004) y arroz (Narsai et al.,
2010) en estrés hipoxicos y anoxicos, y se sugiere que cumple la funcién como
regulador del estado antioxidante de la célula (Hill, 2012). No obstante, no se habia
encontrado como un factor contrastante de tolerancia entre variedades y ecotipos. En
otro trabajo paralelo e independiente al presente (Campbell et al.,, 2015), una
hemoglobina constitutiva también se encontr6 como parte de un QTL de tolerancia a
la inundacién en variedades de maiz. De tal manera, el ciclo de la hemoglobina y en
especial la expresion constitutiva de HB1, surgen como un conocimiento solido de
futura aplicacion biotecnolégica para aumentar la tolerancia a la inundacion en

monocotiledéneas.

Estos datos de transcripcion sumados a las observaciones fisioldgicas por
tincion y la expresion diferencial detectada en gPCR, nos hacen suponer que Bd21 es
mas sensible al estrés oxidativo incluso en condiciones control por que debe invertir
energia para la transcripcion de genes de proteccion, ya que transcribe positivamente
genes de accién rio abajo en la remocion. Mientras que Bd2-3, al tener un buena
regulacion en la transcripcion de la hemoglobina, la usa para ayudar a las enzimas
encargadas de regular los complejos antioxidantes y de desintoxicacion desde etapas

tempranas de la generacion de estrés y tiene un manejo eficiente del estrés oxidativo
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durante y probablemente después del estrés por inmersion. La remocion de NO
también tendria un impacto positivo en la estabilidad de los ERFs y podria, en el nivel
traduccional, también determinar al ecotipo Bd2-3 como tolerante y a Bd21 como

sensible.

7.2 Grupos de fosforilacion en respuesta a patdgenos.

Otros de los principales grupos movilizados en el andlisis de ontologia fueron
los de proteinas de fosforilacion (GO: 0006468) y fosforilacion (GO: 0016310) vy el
grupo de defensa (GO: 0006952). Dentro de ellos, se agruparon dos tipos de
transcritos: aquellos que se expresaron constitutivamente en Bd21 y en control y
positivamente en Bd2-3 y en inundacién, y aquellos que se regularon positivamente en

Bd21 pero sin alcanzar la expresion de Bd2-3.

La mayoria de los genes transcritos pertenecen a las quinasas de pared celular
y a proteinas de DOMAIN OF UNKOWN FUNCTION 26 (DUF26, Figura 20).

Los genes DUF26 se transcriben ante la respuesta a hongos patégenos, por
ejemplo, la proteina GINKBILOBIN2 (Gnk2) de Ginkgo biloba une carbohidratos
caracteristicos de la pared celular del hongo e inhiben el crecimiento del hongo
(Miyakawa et al., 2014).

Otros genes codificados en este grupo fueron cinasas de distintas familias que
en Arabidopsis thaliana, se han clasificado como receptores ricos en cisteina
CYSTEINE-RICH RECEPTORS (CK), LEUCINE-RICH REPEAT KINASE (LRRK),
LIGHT-REPRESSIBLE KINASE (LK), y proteinas quinasas PROTEIN KINASE (PK).
Wrzaczek et al., (2010) observaron que responden a la muerte celular programada
asociada a la alta exposicibn ozono y que esta respuesta es similar al estrés por
patdbgenos y actividad microbiana. En arroz, se encontré6 que la proteina de
reconocimiento de patégenos microbianos XA21 pertenece al grupo de los LRRK
(Bahar et al., 2014). Esta respuesta indicaria que Bd2-3 se encuentra preparada a nivel

transcriptémico para responder a los patdgenos (hongos o bacterias) acumulados por

58



las condiciones de estrés, movilizando principalmente los genes codificados por los
dominios DUF26 y otros del grupo de defensa.

Ademas, con el conocimiento que existe sobre las funciones inhibitorias de
crecimiento de los genes codificados por DUF26, y el papel de las ROS en la
sefalizacion por patdgenos se puede proponer que tienen un papel importante en la

respuesta positiva hacia los patdgenos.

Para conocer la funcion especifica de estos grupos de proteinas, se propone
realizar un estudio de mutantes de Bd2-3 en los genes que codifican a los receptores
ricos en cisteina (LRRK) y someterlos a diferentes tipos de estrés, por hongos y
bacterias patdgenos, estrés oxidativo, inundacién, sequia y posteriormente analizar si

existe una variacion significativa en la respuesta.

7.3 Transporte de iones metalicos.

Uno de los grupos que llamé la atencién por sus pocas menciones en la
literatura cientifica fue el de transporte de iones metalicos (metal ion transport GO:
0030001). El analisis transcriptomico mostré6 una movilizaciébn negativa en ambos
ecotipos ante el estrés y un subgrupo sélo en Bd2-3 en condiciones de estrés (Figura

21). El nivel de expresion en este grupo fue moderado (35.9 CPM).

Solo en cebada (Hordeum vulgare L.) y trigo (Triticum aestivum) se demostro
gue la tolerancia al anegamiento esta asociada proporcionalmente a la tolerancia a los
elementos ionicos toxicos del suelos como Mn, Fe, Na, Al y B (Setter et al., 2009). La
captacion de estos iones debido a la toxicidad aumentada en suelos inundados, puede

ser la principal causa de dafios a los brotes.
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Figura 19. Integracion de las rutas del manejo de estrés oxidativo en Brachypodium distachyon.

(B) NITRITE REDUCTASE (NR), (C) ALTERNATIVE OXIDASE (AOX), (A) PEROXIDASES (PER), (D) HAEMOGLOBIN (HB), transcripciones
involucradas en las vias de detoxificacion: UNKOWN (UNK), ASPARTATE OXIDASE (ASO), (F) ACONITASE (ACN), (E) NAD(P)H
OXIDOREDUCTASE (OR). Las flechas verdes indican regulacidn positiva, las azules regulacién negativa en Bd2-3. Los colores amarillo y azul
indican regulacién positiva y negativa segun el valor Log2FC después de dos dias de estrés determinados por RNA-seq. Abreviaturas: SOD
(superéxido dismutasa), GRH (genes de respuesta a hipoxia), ERF (ETHYLENE RESPONSIVE FACTOR), 6xido nitrico (NO).* Regulado
significativamente hacia arriba o abajo en Bd2-3, ** Regulado significativamente hacia arriba o abajo en Bd21, ***Regulado significativa e
inversamente en ambos ecotipos. FDR < 0.05 x 10-5; LogzFC =21.50<-1.5
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Figura 20. Transcritos movilizados en la categoria de fosforilacion en Brachypodium distachyon
bajo estrés por inundacién.

Transcritos movilizados positivamente por Bd21 y Bd2-3 después de dos dias de estrés. El color azul
indica la regulacion hacia abajo, el amarillo regulacién positiva de acuerdo al valor de significancia
FDR<0.05x10%, y un LogFC 1.5 y = 1.5 respectivamente. Las abreviaturas son: UNKNOW (UNK),
WALL-ASSOCIATED KINASE (WAK), LIGHT-REPRESSIBLE KINASE (LK), LEUCINE-RICH REPEAT
KINASE (LRRK), DOMAIN OF UNKNOW FUNCTION 26 CYSTEINE-KINASE (DUF26- CK) DOMAIN
OF UNKNOW FUNCTION 26 LECTINE (DUF26-L) y PROTEIN KINASE (PK).

La diferencia entre las plantas que acumulan y no acumulan metales se basa
en la expresion de genes de transportadores de iones metalicos que operan en
conjunto con compuestos organicos, y naturalmente funcionan como defensa de

herbivoros y de la planta en general (Rascio y Navari-lzzo, 2010).
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Figura 21. Transcritos del grupo de metales, regulados negativamente en Brachypodium

distachyon en estrés por inundacion. FDR<0.05x10° Log.FC=21.50<-1.5

Se puede proponer la hipétesis de que el ecotipo tolerante Bd2-3 responde a
los cambios quimicos en el suelo ocasionados por las condiciones de estrés. Se puede
predecir que en condiciones de estrés cuenta con otros mecanismos, probablemente
la regulacion negativa en condiciones de estrés se debid a que la intensidad del mismo
fue muy leve. Para determinarlo se podrian someter a estrés por inundacion y
anegamiento con mayor duracién y en diferentes tipos de suelos para determinar si

cambia la regulacion en este grupo.

7.4 Mecanismos regulados normalmente durante el estrés por inundacion.

Los mecanismos comunmente regulados como respuesta al estrés en plantas
son el ciclo de Krebs, fermentacion alcohdlica, glucdlisis, catabolismo de almidon,

transporte de metabolitos, proteccion al estrés oxidativo, actividad de chaperonas y la
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acumulacion de aminoacidos como reserva de energia (Bailey-Serres y Voesenek,
2008; Voesenek y Bailey-Serres, 2015).

7.4.1 Los amino&cidos como reserva para la recuperacion.

Un grupo de transcritos relacionados con el metabolismo de aminoacidos se
encontré dentro de procesos metabdlicos de acidos carboxilicos (GO: 0019752). Se
regularon positivamente 17 transcritos en Bd21 en condicion de estrés mientras que
en Bd2-3 su transcripcidn es constitutiva y mayor que en Bd21 en ambas condiciones
(Figura 22).

Los transcritos que se encontraron son GLUTAMATE DEHYDROGENASE
(Bradi5g17330) y GLUTAMATE AMMONIA LIGASE (Bradi3g27877) y se activan
durante la senescencia y la germinacion en Arabidopsis thaliana (Fontaine et al.,
2012). En la inundacién, el glutamato es un sustrato para la produccion acido
aminobutirico (GABA) y tiene una funcién central en la homeostasis carbono-nitrogeno
y la respuesta al hambre. La acumulacion de GABA se ha documentado como una
forma de conservar la energia no aprovechada del piruvato durante el estrés
(Hildebrandt et al., 2015).

También se encontr6 a la LYSINE tRNA LIGASE (Bradilgl1876), cuya
presencia puede indicar que se utiliza para reforzar la incorporaciéon de este

aminoécido a las proteinas (Barding et al., 2013).

Otra ruta de direccionamiento metabdlico hacia aminoacidos fue la de los
aromaticos por medio de TYROSINE DECARBOXYLASE (Bradi3gl4760,
Bradi3g14750), TRYPTOPHAN SYNTHASE (Bradilg55440) INDOLE-3-GLYCEROL
POSPHATE SYNTHASE (Bradi5g05430, Bradi4g08830). Esta activacion puede ser un
precursor de fitoalexinas, glucosilatos y alcaloides en respuesta a estrés, 0 como un

acumulador de carbono en arroz (Ortiz et al., 2000; Barding et al., 2013).

La cuantificacion de transcritos del metabolismo de aminoacidos con expresion

diferencial en los ecotipos de Brachypodium distachyon, indicaria nuevamente, que el
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ecotipo Bd2-3 se encuentra preparado constitutivamente para afrontar varios tipos de
estrés utilizando rutas alternas para la conservacion de energia como la estrategia de
quiescencia. La transcripcion temporal de las rutas metabolicas de degradacion de
aminoacidos seria de mayor importancia en la recuperaciéon cuando se pueden
reutilizar en la sintesis de proteinas, consumirse en el ciclo de Krebs o movilizarse a
otros tejidos. (Barding et al., 2013; Pratelli y Pilot, 2014).

Para comprobar esta hipotesis, se propone realizar una cinética del contenido
de aminoacidos en diferentes tiempos durante y después del estrés a partir de que

finaliza el estrés en mutantes de estas rutas metabolicas.

Otros transcritos de manejo de carbono que se encontraron son los que
codifican para las enzimas ASPARTATE AMINOTRANSFERASE 3 (ASP3,
Bradi2g50500), y PYRUVATE ORTHOPHOSPHATE DIKINASE (PPDK,
Bradi2g25745). La primera regula al metabolismo fermentativo proveyendo de una ruta
de uso de glutamato y la segunda es una enzima crucial de sintesis de piruvato y
recuperacion de ATP a partir de fésforo inorganico. Ambos transcritos fueron se
regularon positivamente en estrés, mientras que Bd2-3 mantuvo una transcripcion
constitutiva en ambas condiciones y mayor a Bd21. Recientemente, en Arabidopsis se
descubri6 a PPDK como un gen que puede explicar parcialmente la mayor

supervivencia de los ecotipos tolerantes (Van Veen et al., 2016).

7.4.2 Regulacion de mecanismos comunes de manejo de piruvato.

Se reconstruyeron manualmente las rutas fermentativas pues el manejo de
piruvato por medio del catabolismo de alanina, GABA, etanol, acetato y lactato, durante
el estrés por inmersion es muy relevante para la tolerancia. Los GCH de hipoxia se

encontraron regulados positivamente en ambos ecotipos en estrés por inundacioén.
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Figura 22. Transcritos del grupo de procesos metabdlicos de acidos carboxilicos regulados

positivamente en Brachypodium distachyon ecotipo Bd21 en estrés por inundacion.

Se muestran los valores Log2FC de 48 h de estrés. Todos los transcritos son regulados positivamente
de forma significativa en Bd21. FDR<0.05x10® (Log2FC = 1.5).

Estos resultados mostraron dos parametros importantes, el primero, que el
andlisis transcriptomico fue realizado correctamente y el segundo, que en los
mecanismos comunes de respuesta a estrés por inundacién, ambos ecotipos
responden de forma similar, excepto en el manejo de acetato por la via de ACETYL-
CoA SYNTETHASE (ACS, Bradi3g44620, Bradi5g08890) y ALDEHYDE
DEHYDROGENASE (ALDH, Bradi2g42380, Bradi4g31310), genes que estan mas
expresados constitutivamente en Bd2-3 (Figura 24). Estos datos indicaron que Bd2-3
podria usar la ruta del acetato como una via alterna para produccién de energia en
condiciones anaerobias. Ya que el uso del acetato aun no esta muy claro, estudios en

hojas de Arabidopsis indicaron dos posibles aprovechamientos del acetato a través de
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la enzima ACS, uno es permitir a las plantas usar al acetato como fuente carbono o

que esté entrando en el ciclo del glioxilato (Lin y Oliver, 2008).

También se encontraron transcritos del metabolismo de los acidos carboxilicos
regulados positivamente en ambos ecotipos (GO: 0019752), ACONITASE y MALIC
ENZYME ademas de la enzima de entrada de piruvato PYRUVATE
DEHYDROGENASE. Su presencia indica que el ciclo de los &cidos tricarboxilicos esta

funcionando debido a que las plantas tenian ciclos de luz / oscuridad (16h / 8 h).

7.4.3 Traduccion de proteinas y metabolismo de lipidos.

Dentro de los grupos que se regularon negativamente se encontraron tres
grupos del metabolismo primario, traduccién (GO: 0006412), fotosintesis (GO:
0015979) y procesos metabdlicos de lipidos (GO: 0006629) (Figura 23).

Los procesos de traduccion (GO: 0006412) revelarian cambios en el estado del
ribosoma a nivel de polisomas durante y después del estrés. Estudios del perfil
ribosdbmico en semillas de Arabidopsis sometidas a hipoxia, demostraron que existe
una regulacion selectiva de los mRNA encargados de respuestas relacionadas al
estrés, que existe una represion del nivel de polisomas durante el estrés y que se
revierte en la reoxigenacion (Branco-Price et al., 2008; Juntawong et al., 2013). Asi, el
manejo eficiente de la traduccién de los genes de respuesta a estrés es fundamental
para la supervivencia de las plantas en estrés e indica que Bd2-3 podria tener mas
unidades de traduccion durante el estrés y aumentar la eficiencia de produccion de las

proteinas cruciales como la hemoglobina.

También se observd que los transcritos del ciclo de Calvin estan regulados
negativamente pero no estan totalmente apagados, lo que reclaca la importancia del
manejo de las ERO derivadas de su actividad. El grupo de fotosintesis (GO: 0015979)
esta reprimido en Bd21 y mostraria que Bd2-3 se encuentra preparado para afrontar

el estrés generado por la ausencia de luz. La integridad de los mecanismos

66



fotosintéticos durante la inundacion es crucial para la supervivencia de la planta, para

obtener energia y almacenar carbohidratos (Fukao et al., 2006).

El grupo de procesos metabdlicos de lipidos (GO: 0006629) se encontré6 mas
reprimido en Bd21. Recientemente se comenz6 a estudiar su importancia en plantas
sometidas a estrés y su asociacion con la integridad de la membrana y la captura de
ERFs-VII en las membranas celulares en Arabidopsis (Xie et al., 2015). El factor de
transcripcion SUB1A de arroz también regula positivamente el almacenamiento y

movilizacion de lipidos en plantulas de Arabidopsis (Pefia-Castro et al., 2011).

La expresion diferencial de estos tres grupos en los dos ecotipos, muestra que
en Bd2-3 se apagan menos que en Bd21, y esto refuerza la hipotesis de que Bd2-3 se
encuentra genéticamente preparado para mantener estos procesos cruciales y la

sintesis de transcritos relevantes en la respuesta al estrés por inundacion.

Figura 23. Transcritos de los grupos de traduccion de proteinas (A) fotosintesis (B) y
metabolismo de lipidos (C) regulados en Brachypodium distachyon en estrés por inundacion.

Se muestran valores Log2FC después de dos dias de estrés. Todos los transcritos son significantes a
FDR<0.05x10® (Log2FC = 1.5)
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7.4.4 Integracion del ciclo de acidos tricarboxilicos y el ciclo del glioxilato.

En las plantas, la eficiencia en la produccién de ATP durante la glucolisis es
fundamental para la tolerancia a hipoxia. Lo anterior se logra por las vias de
fermentacion del piruvato (Atwell et al., 2015; Narsai et al., 2015). Con la informacion
anterior, se optd por reconstruir las rutas de glucolisis, piruvato, ciclo de Krebs y ciclo

del glioxilato.

Los transcritos en ambos ecotipos de Brachypodium distachyon indican una
regulacion positiva de estas rutas (Figura 23 y 25). Por ejemplo, las enzimas del ciclo
del glioxilato ISOCITRATE LYASE (ICL, Bradi1lg25870), CITRATE SYNTHASE (CSY,
Bradi3g08910), MALATE SYNTHASE (MLS, Bradi5g13940), MALATE
DEHYDROGENASE (MDH, Bradilg07170, Bradi2g15740, Bradi3g37140,
Bradi4g00910) estan reguladas positivamente, y permitirian trabajar en conjunto
durante el estrés con el ciclo de Krebs reciclando acetil-CoA en isocitrato y evitar la
pérdida de energia. Lo anterior ya se ha propuesto durante la germinacion en semillas
de arroz sometidas a estrés por inundacion (Miro e Ismail, 2013). Lo que permite
concluir que la activacién simultanea de las vias del glioxilato y el ciclo de Krebs
durante el estrés por hipoxia, son piezas clave para la generacion de energia (Figura
25).

Las enzimas del ciclo de Krebs reguladas positivamente en ambos ecotipos son
PYRUVATE DECARBOXYLASE (PDC, Bradi2g03840, Bradilg65440), PYRUVATE
DEHYDROGENASE (PDH, Bradilgl3777, Bradi4g44480), CITRATE SYNTHASE
(CS, Bradi3g06930), ACONITATE HYDRATASE (ACN, Bradilg75960, Bradi3g02487,
Bradi3g15050), ISOCITRATE DEHYDROGENASE  (IDH, Bradi2g08700,
Bradi2g45420), SUCCINYL-CoA LIGASE (SDH, Bradilg23600, Bradi3g49070),
SUCCINATE DEHYDROGENASE (SDH, Bradilg07020, Bradilg57930,
Bradi3g13980), FUMARATE HYDRATASE (FUM, Bradilg63020),MALATE
DEHYDROGENASE (MDH, Bradi2g45200), MALATE OXIDOREDUCTASE (ME,
Bradilg27000, Bradi2g05620, Bradi2g33450). Se muestra una regulacion positiva en

ambos ecotipos en los transcritos reguladores del ciclo del glutamato, actuando como
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una via de ahorro de energia convirtiendo el isocitrato a malato. Las enzimas
involucradas en el ciclo de Krebs se encuentran constitutivas en condiciones control y

reguladas negativamente durante el estrés.

De las rutas de fermentacion clasica, se encontraron regulados positivamente
los transcritos de las enzimas de todas las rutas de uso de piruvato, pero no se
encontraron regulados de forma diferencial, con la excepcion de la fermentacion a
acetato a traves de ALDEHYDE DEHYDROGENASE (ALDH, Bradi2g42380,
Bradi4g31310) y ACETATE SINTASE (ACS, Bradi3g44620, Bradi5g08890). Esta ruta
mostré6 mayor expresion en Bd2-3. Estas dos enzimas son importantes en el proceso
de destoxificacion de acetaldehido y proveerian de una ruta de reciclado de acetil-CoA

en conexion con el ciclo del glioxilato.

El manejo transcriptomico entre los ecotipos Brachypodium distachyon en las
rutas comunes de respuesta al estrés por hipoxia es similar a lo descrito en otras
plantas (Miro e Ismail, 2013; Atwell et al., 2015; Narsai et al., 2015). Sin embargo, las
pequefias diferencias detectadas (manejo de acetato y PPDK) pueden ser otros
factores de tolerancia y se deben analizar en un nivel bioquimico para dar seguimiento

y reconstruccion de vias metabdlicas.

Adicionalmente, el presente estudio transcriptdmico es Unico en la literatura
pues se generd bajo la influencia del ciclo de la luz y en un contexto de ciclos diurnos,
lo que daria relevancia e integraciéon de enzimas reguladores de mecanismos

comunes, como determinantes para la tolerancia al estrés.

7.4.5 Las rutas de floracién durante el estrés por inundacién.

En los datos fisiologicos (Figura 26 A, C) se observé un retraso significativo en
el inicio de floracién en ambos ecotipos. El ecotipo Bd21 control florecié alrededor de
los 26 d como se report6 previamente (Tabla 3, Schwartz et al., 2010) y mostr6 atraso
en el tiempo a floracion en proporcion al tiempo que permanecieron en inundacion. Los

individuos con mayor tiempo de estrés florecieron con un retraso de mas de 10 d.
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Figura 24. Transcritos expresados en la glucélisis y fermentacion en ambos ecotipos de
Brachypodium distachyon en estrés por inundacién.

Se muestran valores Log2FC de dos dias de estrés. FDR<0.05x10° (Log2FC = 1.5). ). *Regulado
significativamente hacia arriba o abajo en Bd2-3, **Regulado significativamente hacia arriba o abajo en
Bd21, **Regulado significativa e inversamente en ambos ecotipos.
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Figura 25. Transcritos expresados en el ciclo de Krebs y GABA en ecotipos de Brachypodium
distachyon en estrés por inundacion.

Se muestran valores LogzFc de dos dias de estrés. FDR<0.05x10° (Log2FC = 1.5) ).* Regulado
significativamente hacia arriba o abajo en Bd2-3, ** Regulado significativamente hacia arriba o abajo en
Bd21, **Regulado significativa e inversamente en ambos ecotipos.
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El ecotipo Bd2-3 tiene una floracion reportada de 40 dias aproximadamente
(Schwartz et al., 2010), conforme el estrés se hace mas intenso, se muestra un retraso
progresivo, en especial después de 2 d de estrés. La diferencia con Bd21, puede ser
un reflejo de que este ecotipo tiene un tiempo a floracion un poco mayor y por lo tanto

la inhibicion de genes de floracion puede tener un impacto menor (Figura 26 B, D).

Esta respuesta es similar a la reportada en arroz tolerante y Arabidopsis con
respecto al ERF-VII SUB1A donde se encontro a la floracion reprimida a través de la
regulacion negativa de los genes clasicos de floracion CONSTANS (CO) vy
FLOWERING LOCUS T (FT) (Pefa-Castro et al., 2011). Lo anterior se propone como
una accién temporal para el manejo de energia (Bailey-Serres et al., 2015). En
Brachypodium se determinaron previamente todos los homologos de las rutas de
floraciéon (Higgins et al., 2010) y se uso en este trabajo ese conocimiento para observar

el comportamiento del transcriptoma de floracién.

Se encontraron reprimidos los transcritos de CO, FT y dos transcritos de la
familia HAP5A sinque hubiera diferencias entre los ecotipos Bd21 y Bd2-3 (Figura 27).
Estos resultados concuerdan con los datos fisiol6gicos y lo reportado previamente para

Arabidopsis y arroz.

A pesar de no observarse diferencias entre los ecotipos, es importante resaltar
la importancia del conocimiento de los genes que inhiben la floracion como una
perspectiva de estudio en plantas con importancia econdmica, por ejemplo podriamos
mantener esa caracteristica para ayudar a que la floracién se retrase hasta que las
condiciones ambientales sean 6ptimas, lo que mejoraria la tolerancia y la recuperacion
de las plantas sometidas a varios tipos de estrés. Este conocimiento también se
empleo para aumentar el contenido de almidon en Arabidopsis (Nufiez-Lopez et al.,
2015).
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Figura 26. Tiempo a floracion de Brachypodium distachyon, ecotipos Bd2-3 y Bd21 después de
un estrés por inundacion.

Plantas con 35 dias de edad, sometidas a los 14 d a un estrés por inundacion durante 1, 1.5, 2 y 2.5 d.
Fotografias de Bd2-3 (A) y Bd21 (B). Histogramas de el dia de inicio de floracion (cuando aparece la
primer espiga con respecto al nimero de individuos que florecieron ese dia para Bd2-3 (B) y Bd21 (D).
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Figura 27. Transcritos encargados del proceso de floracion en Brachypodium distachyon,

ecotipos Bd21 y Bd2-3.

Se muestran los valores Log2FC de dos dias de estrés por inundacién. FDR<0.05x10® (Log2FC = 1.5)*.
Regulado significativamente hacia arriba o abajo en Bd2-3, ** Regulado significativamente hacia arriba
0 abajo en Bd21, ***Regulado significativa e inversamente en ambos ecotipos.
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8. CONCLUSIONES.

De acuerdo a los datos fisioloégicos de supervivencia y de hojas sanas, se
determind al ecotipo Bd2-3 como tolerante y a Bd21 como sensible. Los ecotipos
Tek10 y Bd1-1 podrian considerarse como tolerantes también, pero se deben estudiar
por separado debido a que existen variaciones fisiologicas de la floracion que

comparten entre ellos pero no con Bd21 y Bd2-3.

Las plantas de Brachypodium distachyon ecotipos Bd21 y Bd2-3, al usarse
como materiales genéticos contrastantes, permitieron observar la expresion de
transcritos comunes de regulacién durante la inundacion, en especial aquellos
relacionados con la homeostasis energética. También fue posible descubrir conjuntos
diferenciales de expresiéon génica que pueden explicar la mayor tolerancia de Bd2-3,
tal fue el caso de el grupo de 6xido reduccion donde se encontraron enzimas como
HB1 y NR, encargadas del manejo ROS. El analsis histolégico demostré que los
ecotipos tolerantes tienen efectivamente, un mejor manejo de ROS. Estos genes
constituirian una ruta para la destoxificacion de la planta en los procesos de respuesta

y recuperacion post-inundacion.

La secuenciacion por RNA-Seq también mostr6 que existen grupos con
patrones de regulacién donde Bd2-3 muestra una transcripcioén constitutiva, mientras
que Bd21 la induce durante el estrés. Tal es el caso de sintesis de aminoacidos,

manejo de acetato, induccion de PPDK y respuesta a patdégenos.

La principal conclusién de este trabajo es que la tolerancia diferencial de los
ecotipos de Brachypodium distachyon estudiados, estd determinada por mecanismos
constitutivamente preparados para afrontar los efectos negativos del estrés por
inundacioén que requieren un gasto energético, como el estrés oxidativo, y que en

condiciones de estrés disminuyen los recursos de la planta.
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9. PERSPECTIVAS.

En el caso de Brachypodium distachyon se debe abordar el estudio de la
tolerancia al estrés por inundacion desde un punto de vista bioquimico. De acuerdo a
los resultados obtenidos existen diferencias de transcripcion en enzimas reguladoras
de rutas metabdlicas relevantes, por ejemplo, la glucolisis, fermentacion, ciclo de Krebs

y ciclo del glioxilato, y no de forma masiva en genes del ndcleo central.

Desde esta perspectiva, se propone abordar el estudio de aquellas enzimas
reguladoras de las vias alternas de produccién de energia durante el estrés por
inundacién y de manejo de estrés oxidativo durante y después del estrés. Se podria
iniciar desde el estudio de estas enzimas en construcciones sobreexpresantes o de

silenciamiento, incluso con la manipulacion de su expresion en tejidos y células.

Se pueden explorar con herramientas bioinformaticas la expresion de los genes
desconocidos que se encontraron expresados diferencial o constitutivamente en las
condiciones contrastantes de los ecotipos, ya que en ellos se pueden encontrar
funciones clave. Una vez seleccionados se podrian insertar o silenciar en plantas

transgénicas para determinar sus funciones.

Pueden explorarse genes que se expresaron de forma diferencial, en especial
los que son constitutivos en el ecotipo tolerante pero inducibles en el sensible. Los
datos indican que parecen ser las claves en el fenotipo contraste de tolerancia y el
desarrollo de estrategias diferenciales. Una alternativa seria usar plantas transgénicas
sobre expresantes o editadas con las nuevas tecnologias (ej. Cas9) para determinar
su potencial biotecnoldgico en el mejoramiento vegetal de la tolerancia a la inundacién.
Los genes HAEMOGLOBIN 1 y NITRATE REDUCTASE constituyen excelentes

candidatos para un estudio de continuacion.
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11.ANEXOS

Anexo 1
e ddH20

Se utiliz6 agua destilada y desionizada (B-Pure Barnstead, Thermo Scientific). Se
esterilizd a 121 °C durante 15 min a 15 psi. Se paso por filtros de 0.20um y se trato
con luz UV durante 10 min (UV-HL-2000, UVP).

e ddH20 DEPC

Se adiciona 1 ml de DEPC a 1000 ml de ddH20 y se mantiene en agitacion durante 24

h, posteriormente se esteriliza a 121 °C durante 15 min a 15 psi para inactivar el DEPC.
e MOPS 10X pH. 7.

Se disuelven 5.44 g de acetato de sodio en 370 ml de ddH20 con DEPC. Se adicionan
20.60 g de MOPS y en agitacion se agregan 10 ml de EDTA 10.5 M pH. 8. Se ajusta
el pH. a 7.0 con NaOH 2 N y se afora a 50 ml con ddH20 DEPC. Para preparar MOPS
1X se toman 25 ml de MOPS 10X y se mezclan con 225 ml de ddH20 DEPC.

e TAE 50X

Se disuelven 242 g de TRIS en 100 ml de EDTA 0.5 M y 57.1 ml de acido acético en
ddH20, se afora a 1 L y se verifica el pH a 8.0. Para preparar 100 ml de TAE 1X se
toman 2 ml de TAE 50 X y se mezclan con 98 ml de ddH20.
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Anexo 2

e Gel Agarosa desnaturalizante 1%
Para visualizar las muestras de RNA se utilizé gel de agarosa al 1%, preparado de la

siguiente forma:

H20 DEPC 72 ml

MOPS 10X 10 ml

Agarosa 1or.

Formaldehido | 18 ml.

Se peso y fundid 1 gr de agarosa en los 72 ml de H20 DEPC, se agrega el MOPS
10X y en campana de extraccion el formaldehido. También en campana de

extraccidn se mezcla y vacia en el molde para gel. Se corre con MOPS 1X.
e Gel Agarosa 2%

Se fundieron 2 gr. de agarosa en 100 ml de TAE1X, se vacio en el molde para gel.

Se utilizé el marcador de peso molecular 1Kb DNa ladder plus 6X (SM1331, Thermo
Scientific), que se prepar6 con 3 ul marcador + 9 ul ddH20.Se cargé en el gel,

usando como buffer a TAE 1X.

e Preparacion de muestra RNA para visualizar en gel 1%

En tubos de 1.5 ml se agregan 2 ul de ddH20 DEPC, 1 pul de buffer de carga 5X
(contiene bromuro de etidio y formaldehido), 2ul de RNA. Se homogeniz6 por vortex
y se centrifug6 durante algunos segundos a 4 °C. Se incubo a 65°C durante 5 min en
un bloque de calentamiento y al finalizar se colocé en hielo durante 5 min, se

centrifugd durante unos segundos a 4°C.
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Anexo 3

e Secuencias de los genes de Brachypodium distachyon utilizados para el
disefio de oligonucleétidos

Simbologia:
Extremo 5°UTR Secuencia oligonucleétido forward
Secuencia CDS - Secuencia oligonucledtido reverse
Extremo 3'UTR Exones

Bradilg69320 (Hemoglobina)

TCAAATCACGGCCAATTACTCGGTGACCAGTGTTCGTCCTCACTTACACTGTTACACAGT TGAAGCAAGCGAGAAC
GAAGCTTAGCCATGTCTGTCGAGGGAAGCGGCGCGTCAGGAGGAGCCGTCGCCGGCTTCAGCGAGGAGAAGGAAGC
GCTGGTGCTCAAGTCATGGGCCATCATGAAGAAGGACTCCGCCAACCTTGGGCTCCGCTTCTTCTTGAAGATCTTT
GAGATTGCGCCATCGGCCAAGGAGCTGTTCCCGTTCCTGCGCAACTCCGACGCGCCCCTGGAAACCAACCCCAAGC
TCAAGACCCACGCCGTGTCTGTCTTTATCATGACGTGCGAGGCGGCTGCGCAGCTTCGGAAAGCCGGCAAGATCAC
CGTGAGGGAGACCACCCTGAAGAGGT TGGGGGGCACGCACGT AN YNNI da (e N IGGACACTTCGAGGTG
ACAAGATTTGCTCTGCTTGAGACGATAAAGGAGGCACT TCCGGCTGACATGTGGAGCCCGGAGATGAAGAACGCGT
GGGGCGAAGCCTATGACCAACTGGTCGCGGCCATCAAGCAAGAGATGAAGCCATCTGCGTAGCTCCATTGTTTTTC
TTTGCGAGGAAGCGTGGCTCCATTGTTCACTGCATGTCTGCATGCATTTCGTCCATTCACCATGATGATCCGTGTC
CAACCTTTGTTCCTGTACCACTGTGCTGCATTTATCACGT TGCCCGAAGAAAAAAAAGAAAAGCTAGAGTGTTTAT
TGTGTGTAAGTAATGCGTGCCTGTTGTGATAAATCGTGCTCACTTAATAATGATCTAGCGATTGATTCCCAAAGAA
CAGACTGCTCATGAGGTTCGCTCAAGAGATTATTTTTTTTCGAAAAAGAGGGAAGCACTATTCAAGTTCAAGTTCA
ACTAATTCA
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Bradi5g20547 (Oxidasa alternativa)

ATATCCATTGCCAGATCAACAATTTCAACACCAAGACAAGCCAGCAGCTGCTTGACCTTCCACGCCGCCAACAGAA
CACATAACCGTAGACTTCCCATCCGATCCCGATCAACAAACATTCCGGTTAATCAGTTTGATCACGCCATGAGCTC
TCGCATGGCCGGAGCCACGCTTCTCCGCCACCTGGCCCCCCGCLCTCGTCGCCGCCGCGGAGCCGGCGTCCGGGCTC
GCCGCGAGGAGCATCATGCCCGCGGCCGCCAGGATTTTCCCCGCCCGGATGGCAAGCACAGCCGCCGCCCCGGATG
TCCAAGAAGGCGCCGCCGGCGCCACTGGAAAGACCGAGGGCCAGAGCAAGACCAAGGCCGTGGTCAGCTACTGGGG
CATCGAGCCACGGAAGCTCGTCAAGGCGGACGGCACCGAGTGGCCGTGGTTCTGCTTCAGGCCGTGGGACACGTAC
ACGGCGGACACGGCGATCGACATGCAGAAGCACCACGAGCCCAAGTCCCTGCCGGACAAGATCGCGTATTACACCG
TCAAAACCCTCGGTGTCCCCAAGGACCTCTTCTTCCAGCGCCGGCACGCGAGCCACGCATTGCTGCTGGAAACAGT
AGCCGCCGTCCCTCCCATGGTGGGCGGCATGCTTCTCCACTTACGCTCGCTCCGGCGCTTCGAGCACAGCGGCGGC
TGGATCCGGGCGCTCATGGAAGAAGCCGAGAACGAGCGGATGCACCTCATGACATTCCTCGAGGTGACGCAGCCCA
AGTGGTGGGAGCGCGCGCTCGTGATGGCCGTCCAGGGAGTCTTCTTCAACGCCTACTTCGTCGGATACCTGGTTTC
CCCCAAGTTCGCGCACAGGTTCGTCGGGTACCT TGAAvAtertclcle(e(cyerivatcy (e WYY VAV@CGAGTACCTTAAGGAC
CTGGAGGCTGGGAAGATCGAGAACACCCCGGCGCCGGCCATTGCCATCGACTACTGGCGCCTCCCCGCAGATGCTA
CGCTCAAGGACGTCGTCGCCGTCGTCCGCGCCGACGAGGCCCATCACCGCGACGCCAACCACTACGCCTCGGACAT
CCATTACCAGGGATTGACGCTCAAGGAGACGCCTGCCCCGATCGGGTACCACTGATCTCAAATGGACGGTCGATGC
CTGCTCATTTCACCACACGTGCTGCTGCGGCCGCCACCAATCTTAGGCCTCTGTTCGGGATAAATTGTTCCGCGTG
CACTATATATGTTTATGTAACTGAATCACGTCTCTTGTCACTTGGTTAATTTCGAGTATGTTTGTAACGCATGTAA
ATATGATAAGATTACTCGCTAATAAGTAATAAGAAAGTCTAATATGCATGCATACCGTTTACCAGGAAAGCTT
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Bradi2g35450 (Lipasa)

ACAGATATATCGTGTCTTGAGCATTGATCAAATATTGTTCACTCACAATTTCACAAACACAAGTTAATTTGGAAAT
GGTGGCCGTGGCGGCTGGTGGTCGTCAGAAGATGGGGCATGAGAAGCTGATCATCAGGCGAGAGAAGGTGAGGCTC
ATCGACATCCTGTCGATGCTGCTCCTGCGGCGGCCGCTCACCAGCTACGCCTTCGTCGACGCCAGCGACCAGACGG
CGCGCGACCTCGGCGACGCGCCGGCCGGCTTCCTCTTCGCGCTCGGCCAGTTCATCGTGTATCTCCTCGGCAAAGC
CTACTACCCGGCCACGCTCATCGGCGCCGCCCTCGAGTTCCTCTTCAATCTCGTCGCGCTCAACGGCGGCTTGCTC
GGCATAGTATGGAACACCTTCAGATGCAGGCTGGTGATCCCGAACCGAGAGGCGCCCAACTACCGGACCATGACGA
AGATGATCGACGGGAGAACGGAGCTGAGGCCGACATCGCCAGGGTTCGCCTCTGACGGGTGCCTGTCGCGGCTAAA
TTTCCTCAACGCCGCCAGTCTATTTGGCGAGGCTGCAGACCTCGAGAGCGGCGGGCTCGCTGCTGCACAGGCAGCG
CCCCTCGTCCAGCAAGAGTACTCCATCATTGATCTCACTGTCATGGCGGCTGAGATGGCATACGAGAATGCGGCCC
GCGTCGAGGATGTCGTTATCAATTGCTGGAAGTTAAATTTCGTGGGGTTCTACAACGGCTGGAACAAGTACCTGAY
LavAYecritey yXeg Eelc(@y VA CCGAGACGACGCAGGCGTTCGTGATGACAGACACGGCGGAGGACGCCAAGTTTGTGTTG
TTGGCGTTCCGTGGCACGGAGATGTTGAACATGCGAGACTGGATGACGGACTTCGACGTGTCGCGGAAGGGCATGG
GCGACATGGGCAACGTTCACCTCGGTTTCCTCAAGGCACTCGGACTCCAAGACGAGGACGCCACGGACGCCTTGGA
CGCCTTCCCTCGGGAAGCCCCACCCGCCCCTCCTCAAGGCAAGCATTTCTCCTACTACCAGCTCCGGGAGGTGCTC
CGGAAGCAGCTCGAGAAGCACCCCAATGCGCAGATCGTCGTCACGGGGCACAGCCTCGGCGGCGCGCTCGCCGTCA
TCTTCCCGGCGCTCCTCGCGATGCACGAGGAGAAGGACATCCTGGACAGGCTCGCCGTCGTGGTGACCTATGGCCA
GCCGCGCGTCGGGGACGACAAGTTCGCCGAGTATTTTCAAGCCAAGGTGGTGAAGGCGACGGGAGCGGCATACGGC
CGCTTCGTGTACCGGTACGACATCGTGCCCCGGGTGCCGTTCGATGCGCCGCCCCTGTCAATGTTCAAGCACGGAG
GGGAATGTGTCTACTTCAACGGGTGGTATGACGGCAAGGTGCTCGCAGGGGACGCGCCGAACCCCAACTACGTCAA
CCCGCTTTACCTGCTTTCAAAGTACGGCAACGCGCTGGGCGACCTGGTGAAGGCGGCATTCCTGTGGAAGACGGCC
GGCAGCGAGTATCGCGAGAGCTTCGCGTCCTTGCTCTACCGGTGTGTCGGCCTGATCATCCCTGGCGTCGCGTCGC
ACAGCCTACACGACTACACCAATGCCGTCCGCCTCAGCGGCATCGCGTCATCCAAGAAAGTCTAAGACCGAGCAAC
CGGGTCCGGGTGGAGAGACGATCAGAGAGAGACAAGTGATGAAAGATTTCTGGGGAGCTATGAATAAGTTGAGTGT
GTATGTGATGTGTGTGCAAATTGTACTGCGTGTCGTACGTGGTCTCTCTCAGCAATGATTAGTATACAAGCATATT
TAGATAACTAGTTGTTGTAACTTCCAAAGATGGATTGTGACTCTGTGAGCGTACGTATAGCCGGGCAGCAGAAGCC
ACTGATTTCAGCAAGCGAG
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Bradi4g22620 (Alcohol deshidrogenasa)

AGAAGCCGCGGCCAGCACCCCTGTTTCGGGCGGCTACCTTCTCCAAGAAAATAATATTCCTTCTTCTTCTTTCCCC
GCTTGCGCTCCAAGCTAAACTAATCCCTGTCTCCCTCCTCCAGCACCAGGCACCAGTATTTATACTGGGTTGGCCT
CGCCCTCGTTCCTCACCAACACATCTCATCAGCGAATACGAGAGGAGTACAGAGCAACAGAGATCCATCTTTCTCT
ATTGAGTTCGTGAAAAAAGCTAGCGACCGGGAGTAATGGCGACCGCCGGGAAGGTGATCAAGTGCAGAGCTGCGGT
GGCATGGGAGGCCGGGAAACCACTGTCAATCGAAGAGGTCGAGGTGGCGCCGCCGCAGGCCATGGAGGTGCGCGTC
AAGATCCTCTACACCGCCCTCTGCCACACTGATGTCTACTTCTGGGAAGCCATGGGGCAAACTCCGGTTTTCCCTA
GGATCTTAGGCCATGAAGCTGGGGGCATTGTTGAAAGTGTCGGAGAAGGCGTGACCGAGCTCGTGCCGGGTGACCA
TGTCCTTCCGGTGTTCACCGGTGAGTGTAAGGAGTGTGCTCACTGCAAGTCAGAGGAGAGCAACCTGTGTGACCTC
CTCAGGATCAACGTTGACCGAGGCGTGATGATCGGCGATGGTCAGTCCCGCTTCACCATTGACGGGAAACCAATTT
TCCACTTTGTCGGCACATCAACCTTCAGCGAGTACACCGTGATCCATGTCGGGTGCCTAGCGAAGATCAACCCTGA
GGCGCCCCTCGACAAAGTTTGTGTTCTTAGCTGCGErA RRIY.vAe ey NI [eCACACTCAATGTGGCGAAA
CCGAAAAAGGATTCAACTGTGGCGATTTTCGGTCTTGGGGCTGTAGGCCTTTCTGCCATGGAAGGGGCCAGGATGG
CTGGGGCATCAAGGATCATTGGTGTGGACATGAACCCTGCTAAATTTGAACAAGCTAAGAAATTTGGGTGCACTGA
CTTTGTGAACCCCAGGGACCACACCAAGCCAGTGCAAGAGGTGCTTGTGGAGATGACCAACGGAGGCGTGGACCGG
GCCGTCGAGTGCACTGGCAACGTCAACGCCATGATCTCCGCCTTCGAATGCGTCCATGATGGTTGGGGCGTGGCAG
TGCTGGTGGGAGTCCCCCACAAGGAGGCCGTGTTCAAGACCCACCCAATGAACTTCCTCAACGAGAAGACCCTGAA
AGGAACCTTCTTCGGCAACTACAAGCCGCGCACCGACCTGCCAGAAGTCGTCGAGATGTACATGAGGAAGGAGCTG
GAGCTGGAGAAGTTCATCACCCACAGCGTGCCATTCTCGCAGATCAACACGGCGTTCGACCTCATGCTCAAGGGGG
AGGGCCTGCGCTGCGTCATGCGGATGGAGGAGTAGATCAGCAGCCTGCCGCTGCTTAAAATTTGTGCATAAGAAGG
ACATGAAAAAGAAGAGTTTCCAATGTTTCCTTAGTAATAATGATGTACTATCGGTCGTCGCATTTGTTTGGACTTT
TAGTTTCTTGTCAGTGTGCTTCATCAGCAATTAAGCTTCCGTTTAGCGTGTAAATTGACATTTTCTGAACAAAAGT
AGTGATAATAATACTTTGCATTTTCTGTGATA
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Bradi3g58010 (Amilasa)

TTCTAAAGTGTTGCAAGTTGTAACTAGCTTCATCCTGTGCCGCGCTGAAGAACATGGCGAATAAACTCTTGCCCTT
GTCCCTGTTCCTCGTCCTGCTTGGTCTGTCGTCCAACTTGGCCTCCGGGCAAATCCTGT TTCAGGGTTTCAACTGG
GAGTCGTGGAAGCAGAATGGGGGATGGTACAACCTGCTGAAGGGCAAGGTGAACGACATCGCCGCCGCCGGCGTCA
CCCACGTCTGGCTCCCTCCGCCGTCGCAGTCCGTCGGCGAACAAGGGTACATGCCGGGGCGGCTGTACGACCTGGA
CGCGTCCAAGTACGGCAACGCGGCGCAGCTCAAGGCCCTGATCGGCGCGTTCCACGACAAGGGCGTCAAGGTGATC
GCCGACATCGTCATCAACCACCGCACGGCGGAGCACAAGGACGGCAGGGGGATCTACTGCCTCTTCGAGGGCGGCA
CCCCGGACGCCCGCCTCGACTGGGGCGCCCACATGATCTGCCGCGACGACAAGCCCTACGCCGACGGCACGGGCAA
CCCGGACACGGGCGCCGACTTCGGCGGCGCGCCCGACATCGACCACCTCAACACGCGCGTCCAGGAGGAGCTCACG
GCCTGGCTCAACTGGCTCAAGACCGACATCGGCTTCGACGCCTGGCGGCTCGACTTCGCCAAGGGATACTCGGCCG
ACGTGGCCAAGGTGTACATCGAGAAGACGGAGCCGGATCTCGCCGTGGCCGAGGTGTGGACGCCGCTGGCCTACGG
CGGGGACGGCAAGCCGGATGCCGACCAGGACGCGCACCGGCAGGAGCTGGTGAACTGGGTGGACAAGGCCGGGGGT
GCCGCCGGGCGCGCCACGGCGTTCGACTTCACCACCAAGGGCATCCTGAACGTGGCCGTCGACGGCGAGCTGTGGC
GGATGCGCGCCGCGGACGGCAAGGCGCCCGGCATGATCGGCTGGTGGCCAGCCAAGGCCGTCACCTTCGTCGACAA
CCACGACACCGGCTCCACGCAGCGCATGTGGCCGTTCCCCTCCGACAAGGTCATGCAGGGCTACGCCTACATCCTC
ACGCACCCTGGGAGCCCATGCATCTTCTATGACCATTTCTTCGACTGGGGGCTGAAGGAGGAGATCGAGCACCTGG
TGGCCATCAGGACCAAGCAGGGGAY K@ e viTclcr @ c[@ V(@ TGCGGATCATCGAGGCCGACGCCGACCTTTACCT
GGCCGAGGTCGACGGCAAGGTCATCACCAAGCTCGGGTCTAGATTCGACGTCGGGCACCTCATCCCGGAAGGCTTC
CAGGTGGTCGCGCACGGCAAGGACTACAGCGTCTGGGCGAAGAAATGAGCAGAAATACTGGATGGTTATTTGTTTA
TTTTCTCTGTTTCGTCCACATGGTACTACGTACGGGGAGGGAAATCCCTTGACGTGAGTTGCCTATGTACGGTTTA
GTACTTCATCCGTTAGAATGATGATCAGGGACATGCGTTTCTATTTTTGATGAATAACAATCGATGAATGTTCTCT
CTTTTGTGGTTGCGCTA
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Anexo 4

e Soluciones paratincion con DAB y NBT

Buffer fosfatos 0.2 M pH 7.6 (500 ml)

1.56 g fosfato monobasico
23.34 g fosfato dibasico

Diluir los fosfatos en 25 ml de ddH20, posteriormente aforar a 475 ml, verificar pH.

El pH se obtiene de la mezcla de fosfatos, agregando mas fosfato monobasico o

dibasico en caso de ser necesario.

Buffer TRIS acetato 50mM pH 7.6

12.11 g TRIS por litro de H20 desionizada

Para llevar a pH se agrega &cido acético (2 ml aprox.)

Glicerol 40%

101.1 ml glicerol 99% en 149 ml ddHz0.
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Anexo 5

e Datos fisioldgicos de altura de los cuatro ecotipos de Brachypodium
distachyon sometidos a estrés por inundacion.

Graficas de tres experimentos independientes de los cuatro ecotipos. Se calculo el
promedio y la desviacion estdndar, no se observa una variacion significativa, el
aumento gradual es normal de acuerdo a la edad, por lo que no se tomaron como

datos estadisticos determinantes para la tolerancia.
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Anexo 6

e Graficas de Bioanalyzer para calculo de integridad de las muestras de

RNA para secuenciacion.
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Anexo 7
Articulo publicado en Scientific Reports, junio 2016. JCR IF: 5.228 (2015).
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roles during germination9, organ development (reviewed in ref 10), and crosstalk to other stresses, such as soil
compaction, hydrocarbon pollutionlt, droughts, oxidative stressess 12, the dark!3 and pathogensé.

In plants, O2 supply disruption is confronted with a quick and sophisticated transition from an aerobic to
anaerobic fermentative metabolism that can be divided into three phases: sensing, setting and maintenance.
Oxygen sensing is achieved through constitutively expressed transcription factors ofthe ETHYLENE RESPONSE
FACTORS group VII (ERFs-VII; reviewed in ref. 14), which possess a characteristic Met-Cys N-terminal
domainls (domain CMVII-1). Under normoxic (21% O2 w/w) conditions, ERFs-VII are substrates for the N-end
rule enzymatic post-translational removal of Met1617 and the concomitant oxidation of its second cysteine to
cysteine sulfinic, or cysteine sulfonic acid by plant cysteine oxidases!8 (PCO). Ihis step occurs in the presence of
02 and the gaseous phytohormone nitric oxide (NO) and constitutes a signal for proteasome degradation9. Under
hypoxic-anoxic conditions, cysteine oxidation is no longer performed and ERFs-V1I proteins are stabilized and
directed to the cell nuclei, where they induce transcriptional activation, directed towards setting an effective
fermentative metabolism1617. During this stage, a group ofgenes collectively known as the Hypoxia Core Genes
(HCGQG) are induced; these inelude well-known fermentative enzymes such as alcohol dehydrogenase (ADH),
pyruvate decarboxylase (PDC), alanine aminotransferase (AAT) and glutamic acid decarboxylase (GDH). HCG
help to avoid the over-reduction ofthe NAD+ /NADH pool and maintain ATP synthesis through glycolysis and
diverse fermentative routes at the expense of starch reserves51920. Ihis transcriptional activation is complemented
with a translatomic change that has, as a consequence, the preferential ribosome loading of hundreds of signalling
transcripts under anoxic conditions21.

During maintenance of the anaerobic metabolism, different auto-regulatory loops modulate the intensity of
the response, of which two examples have been characterized: one involving PCO and the other the HYPOXIA
RESPONSE ATTENUATOR 1 (HRAI). PCO promotes ERFs-VII cysteine oxidation and protein targeting to
proteasomesl8, while HRA1 inhibits ERFs-VII binding to DNA through direct protein-protein interactions22.
Both PCO and HRAI are direct transcriptional targets of ERFs-VII. At the maintenance stage, a second group of
strongly hypoxia-inducible ERFs-VII takes on the role ofsustaining the transcriptional expression of HCG after
the initial response23. If starch reserves are sufficient to fuel anaerobic energy extraction and allow survival until
the water recedes, during reoxygenation, the plant cell has to manage a strong reactive oxygen species (ROS)
burst, and paradoxically, a dehydration stress. Both challenges are faced with the induction of oxide-reduction
enzymes and ABA sensitization8. Interestingly, at this stage, there is also another auto-regulatory loop that
involves ERFs-VII, ABA and NO9. ' '

The increased possibility of susceptibility to pathogen attack during submergence is counteracted with the
expression of WRKY transcription factors that mobilize a toolbox ofgenes allowing the plant to recognize and act
on bacteria and fungf, such as leucine-rich repeat kinases (LRRK), receptor-like kinases (RLK), wall-associated
kinases (WAK) and peroxidases (PER)6.

The management of low light accessibility is achieved through a set of molecular events leading to increased
angle (hyponastic) repositioning of the leaves outside the water level, thus raising the possibility of sustaining
photosynthetic activity under stress. Recently, it has been shown that the gaseous hormone ethylene, which accu-
mulates around submerged tissues, coordinates cell expansion and division to promote the hyponastic response
through the inhibition of CYCLINA2;1 expression (CTCA2)24.

In addition to these general mechanisms - mostly discovered in the model plantArabidopsis thaliana - plants
that are native of flood-prone environments confront submergence with a set of physiological adaptations, such
as aerenchymas, leafgas films and focalized hyponastic responses2. However, most unid and agricultural relevant
plants do not show these adaptations or have not developed them effectively.

The grass family (Poaceae) is one of the most important sources of producis that satisfy human nutritional
needs; cultivars of four domesticated grasses, namely maize (Zea tnays; Panicoideae), wheat (Triticum ssp;
Pooideae), sugarcane (Saccharum ssp.; Panicoideae) and rice (Oryza sativa; Ehrhartoideae), provide =s50% of
human caloric intake, with this proportion being even higher in developing countries25. However, molecular
characterization of the mechanisms for tolerance to submergence in the grasses is uneven: in rice, this endeavour
has been sustained for decades?6, it has recently started in barley (Hordeum vulgare)17 and maize28 and only phys-
iological characterization has been defined in wheat and sugarcane2930. The natural genetic diversity of rice and
maize has been used to find molecular mechanisms that are differentiahy expressed in tolerant versus sensitive
varieties2831.

Four loci associated with submergence tolerance have been characterized: SUBMERGENCE! (SUBI),
SNORKEL (SK) and gAG-9-2 in rice and, more recently, Subtol6 in maize. The genetic determinants of the SUBI
and SKloci are ERFs-VII genes, SUBIA and SK1/2, respectively, and these orchestrate two different survival strat-
egies2. SUBIA promotes the low-oxygen quiescence strategy (LOQS), which inhibits the gibberellic acid (GA)
response, starch use, flowering and elongation to save energy resources while submerged3l , and SK1/2 orches-
trates the low-oxygen escape strategy (LOES), which exacerbates GA signalling and promotes internode elonga-
tion, to escape submergence and reach the light35. gAG-9-2 contains TREHALOSE PHOSPHATE PHOSPHATASE
7, a gene that permits submerged seed germination by altering the trehalose-6-phosphate (T6P)/sucrose ratio,
with the consequence of promoting an accelerated anaerobic catabolism with amino acids as the final fermenta-
tive metabolites36. Subtol6 is a maize locus that encompasses different submergence-induced genes, of which the
most promising candidate as the main genetic determinant is HAEMOGLOBIN 2 (HB2) - a NO scavenger - that
is constitutively expressed in tolerant cultivars and the expression ofwhich is sustained under submergence?2s.

The discovery of the SUBI locus has allowed plant breeders in Asia to provide farmers with new
non-transgenic varieties that have increased survival and yield rates after withstanding prolonged flooding357.
SUBIA-! also improves drought tolerances as well as the quality of plant biomass as a raw material for biofuels3.
Recently, the down-regulation ofthe N-terminal rule enzyme PROTEOLYSIS6 that destabilizes ERFs-VI1I pro-
teinsl4 has been used to obtained barley varieties tolerant to waterlogging27. Research using the genetic diversity
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Photosystemactivity Leafwater conteut  Leafbiomass Flowering  Genotype  Submergence

Ecotype under drought* underdrought”  accumulation’ time* classt

Bd21 Modérate Modérate Low Early 1 Low
Bd2-3 Low Low Low Médium 3 Modérate
Bdl-1 High High Modérate Late 2 High
TeklO High High High Late - High

Table 1. Brachypodium distachyon ecotypes studied and their phenotypic characteristics. BReported as Fv/
Fm ratio45. bReported ind5. BReported ind6, except Tekl0. dDefined in this study.

ofArabidopsis*9, riced) and aquatic plantsd1 4243 has shown that there are other types of yet uncharacterized and
species-particular molecular mechanisms that lead to improved submergence tolerance.

In this work, we employed ecotypes of the monocot model Brachypodium distachyon44 with different drought
stress tolerances to screen for submergence-tolerant and submergence-sensitive variants. We then performed a
comparative RNAseq-based transcriptomic study of these contrasting ecotypes under control and submergence
stress in the presence of long-day photoperiod (16 h light/8 h dark). We hypothesized that the natural genetic
diversity ofthis non-domesticated grass would allow us to find integrated mechanisms oftolerance.

Results and Discussion

Detection of Brachypodium ecotypes with contrasting tolerance to submergence stress tolerance.
Brachypodium ecotypes have been previously screened for genetic material showing differential photosystem
activity under drought stress45 and for contrasting flowering time and biomass architecture46. As Fukao et a/.8
found that rice cultivais with enhanced submergence tolerance were also tolerant to drought stress; we decided
to use this previous knowledge to select ecotypes that would display differential tolerance to submergence stress.
We thus selected four ecotypes representing early or late flowering and high or low photosystem remnant activity
under drought stress (Table 1).

Submergence stress has been applied to plants in different formats; for example, continuous dark518, contin-
uous light47, a natural light cycle with midday harvesting3334 and an artificial light/dark cycle with multiple col-
lecting times3248 or single collecting times2849. Each approach has allowed the discovery of different submergence
molecular responses, for example, lipid dynamics (continuous light)47, flowering inhibition (light/dark cycling)3
and dark-stress crosstalk (continuous dark)s.

In the present research, we decided to apply submergence stress under a controlled long-day (LD) light regime
(16h light/8h dark) and to contrast the ecotypes tolerance at the juvenile (pre-flowering) stage. Our aim was to
characterize a submergence response that included active circadian cycle oscillations32 and the management of
light-dependent oxidative stresss.

All four selected Brachypodium ecotypes expressed a quiescent submergence response, since their plant tissue
did not elongate after submergence stress (Fig. la). Additionally, Brachypodium displayed known stress affec-
tations, such as leafdeath and stunted growth, when compared to Controls grown side-by-side (Fig. la). This
ecotype selection and format of submergence stress allowed the detection of contrasting tolerance material by
both visual examination (Fig. la) and by median lethal time (LT50) quantification (Fig. Ib). Bd21 was the most
sensitive ecotype (LT50=2.6 0.1 d), while Bd2-3 was a moderately tolerant ecotype (LTM = 3.4+ 0.1 d) and
Bdl-1 and TeklO were the most tolerant ecotypes, with similar LT50 valtes (4.7 +£0.4 and 4.9 +0.6 d, respectively).
These data support the reports that drought and submergence stress share common tolerance mechanisms8, since
the ecotypes with most tolerant photosystems to drought stress (Bdl-1 and TeklO; Table 1) were also the most
tolerant under submergence stress.

Brachypodium ecotypes with contrasting tolerance to submergence and transcriptomic analysis.
To find the transcripts, pathways and mechanisms differentially expressed in the submergence-susceptible and
submergence-tolerant ecotypes ofBrachypodium, we used a sequence-by-synthesis differential gene expression
approach (RNA-Seq). As submergence-sensitive ecotype we choose Bd21 and as its tolerant counterpart, we
decided to compare with the most developmentally similar ecotype Bd2-3. Although Bdl-1 and TeklO were the
most tolerant ecotypes, they have a more extended juvenile stage, up to 4-5 months to flowering transition when
compared to Bd2146. Bd21 and Bd2-3 have a closer developmental program and temporality in their juvenile
stages (Table 1); still, they have a contrasting submergence tolerance by both visual and quantitative parameters
(Fig. Ib,c). Highlighting the importance of comparing similar developmental stages, it has been shown that starch
management is different in distinct developmental stages50 and that SUB1A-1 had differential activities in the
juvenile (pre-flowering) and mature (post-flowering) stages in Arabidopsis®. In order touse Bdl-1 and TeklOas
contrasting materials, we plan in the future to screen for submergence-sensitive material ofsimilar developmental
pattern.

In choosing the appropriate sample collection time, we considered the plants’ circadian cycles, since diur-
nal cycle and submergence stress have been jointly studied in few reports3248. Based on the Zeitgeber Time
(ZTO = start of daylight), we decided to collect at ZT13 (3 h before the start of night). Our rationale was that this
would allow us to incorpérate in our data set diurnally oscillating transcripts that typically have low expression
valless! and weak statistical significance at the more frequently used midday collection time, as previously shown
for FTand CONSTANS (CO) . We expect that these steps will increase the future usefulness of this data set to
further characterize the importance ofplants' diurnal cycle in the response to submergence stress.
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7,77

Bdi1-1 Tek10

Bd21

Figure 1. Survival of Brachypodium distachyon ecotypes after submergence stress, (a) Representative
20-day-old plants ofeach ecotype 6 d after being removed from the indicated submergence stress length.

(b) Survival expressed as the median lethal time (LTjo= S.D.) of each ecotype 6 d after being rescued from

the indicated submergence stress. Each dot is an independent experiment. LT50 was calculated from three
independent experiments in which all the ecotypes were present (n = 15 plants). (c) Phenotypic responses of the
ecotypes selected for transcriptomic comparison (Bd21 and Bd2-3) to different lengths oftime of submergence
stress. Bd21 and Bd2-3 were considered as sensitive and tolerant ecotypes, respectively. Submergence

light control and 2 d stress mMRNAs were used for RNA-Seq and considered as the control (c) and stress (s)
transcriptomes, respectively.

The chosen intensity was 48 h after imposing the stress, since our survival data and visual examination ofstress
symptoms indicated that this was the earliest point where the survival outcome was different between Bd21 and
Bd2-3 (Fig. Ib,c); therefore, it would allow us to find mechanisms active in sustaining survival. As Controls, we
decided to use plants growing inside empty tanks located to the side of the submerged plants, thus removing any
effects of light stress (Fig. le).

Atotal 0f2.91 x 108 reads were obtained, with 1.4-3.1 x 107 individual library reads and >97% positive map-
ping to the Brachypodium genome v 2.1 (Supplementary Table SI; GEO submission: GSE74222). To analyse the
data, we selected an FDR of 5.0 x 10-05 and a Log2FC valué >1.5 or <—1.5 for up- and down-regulated genes,
respectively. There were 317 commonly up-regulated transcripts, 466 exclusively up-regulated in Bd2-3 and 706
exclusively up-regulated in Bd21. Regarding down-regulation, 330 transcripts were common, while 851 and
1026 were exclusive for Bd2-3 and Bd21, respectively (Fig. 2a). For abundance reference purposes, we looked
for the most abundant up-regulated transcript in both ecotypes under submergence and it was Bradi4g44496, an
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Figure 2. Transcriptome mobilization in the sensitive and tolerant ecotypes of Brachypodium distachyon.
(a) Venn diagrams showing the number of commonly and exclusively up- and down-regulated transcripts in
the ecotypes after 2 d submergence stress. Data obtained by RNA-Seq from three independent experiments (for
each ecotype, n =5 plants). (b) Gene ontology categories commonly and exclusively up- or down-regulated in
the Bd21 and Bd2-3 ecotypes (p < 0.05). (c) Log2FC ofall four possible comparison categories of the selected
transcripts representing three different groups to compare Bd21 and Bd2-3: Up-Up (commonly up-regulated;
ADH), Up-Cons (up-regulated in Bd21, constant in Bd2-3; AMY) and Down-Cons (down-regulated in Bd21,
constant in Bd2-3; TLL). (d-f) Transcript dynamics during the first 12 h of submergence stress, of ADH (d),
AMY (e) and TLL (f). gPCR was used and the constitutive gene was UBIQUITIN (Bradilg32860). Bd21 control
at time 0 was selected as the relative expression (=1). The white and black symbols indicate control and
submergence stress treatments, respectively. Data are the mean = S.E. of three independent experiments with
two technical repeats; letters indicate differences between the ecotypes and submergence times indicated (two-
way ANOVA, P-valué < 0.05).

o1
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unknown gene, with 8539 = 689 counts per million (CPM); while for the control samples, it was Bradi4g45010,
which codes for the protein asparagine synthase 1, with 9819 =+ 1866 CPM (Supplementary Table S2).

With this information, we took three concomitant approaches to identify differentially expressed mechanisms.
First, transcripts were classified into groups according to their differential expression among the two ecotypes
(Bd21/Bd2-3), combining the three possible States of constitutively (Cons), up- or down-regulated; this resulted
in eight groups (excluding constitutive-constitutive; Supplementary Table S2). This strategy was verified by fuzzy
K-mean clustering analysis obtaining similar results (Supplementary Table S3). Second, a gene ontology (GO;
Fig. 2b, Supplementary Table S4), an ortholog search (in Arabidopsis and rice) and PAGEMAN analysis of these
transcript groups were performed (Supplementary Table S5, Supplementary Methods). Finally, a manual recon-
struction ofthe known hypoxia pivotal biochemical routes was performed (Supplementary Fig. SI,2). As previ-
ously noted5,19, a significant proportion ofthe transcriptome corresponded to unknown/unannotated transcripts;
this varied from 142 transcripts in the group preferentially down-regulated in Bd21, up to 246 transcripts in the
up-regulated group in Bd21.

To observe the functionality of expression grouping and to investigate if our transcriptomic data could be
useful to find genes with diurnal oscillatory expression, we chose one transcript to represent each group (Fig. 2c)
and performed a dusk-dawn expression kinetics at ZT13, ZT15, ZT22 and ZT2, immediately after imposing
the submergence stress (Fig. 2d). ALCOHOL DEHYDROGENASE 1 (ADHI, Bradi4g22620; group Up-Up),
a-AMYLASE 1 (AMY1, Bradi3g58010; group Up-Cons) and TRIACYLCLYCERLOL LIPASE LIKE I (TLL1,
Bradi2g35450; group Down-Cons) were selected. As expected from prior knowledge and from the transcrip-
tomic data, ADH1 was rapidly induced in both ecotypes on submergence and its expression was sustained during
the stress period; however, while we observed an up-regulation in Bd2-3, it was not statistically significant. AMY1
was significantly active and up-regulated at night in the Bd2-3 control plants; however, at dusk under submer-
gence stress it was 2-fold more up-regulated in Bd21 than itwas in Bd2-3; its highest expression peak also shifted
7 hearlier in both ecotypes (Fig. 2e). As observed in the RNA-Seq data, TLL1 was down-regulated under submer-
gence stress in Bd21, but was constant and irresponsive in Bd2-3. Interestingly in the Controls, it was inversely
regulated during night-time between the ecotypes (Fig. 2f).

These examples that the collection time used, near the end ofthe day (ZT13) when diurnally controtied tran-
scripts have higher expressionsl, allowed us to capture in our transcriptomic data genes under circadian control
that can be further characterized by expression kinetics. Most studies on submergence or hypoxic stress have not
explored the role ofthe circadian cycle regulated genes, since they have applied stress in the dark as a standard
condition9. When submergence was applied under a 10 h light /14 h dark cycle, it was found that HEADING
DATE 3a (HD3a) - the rice ortholog to the florigen gene FLOWERING LOCUS T (FT) - lost its circadian rhyth-
micity, leading to late flowering under stress, and that this effect was exacerbated by the rice ERF-VII gene
SUBMERGENCELA-1 (SUBIA), itself up-regulated at the end ofthe day under regular growth32. This ERFs-VI1I
up-regulation at the end ofthe day on both normal and submergence conditions has also been reported in soy-
bean48 (Glycine max) and has been observed in rice under dark stress13. The study of submergence stress under
light conditions allowed involving very-long-chain fatty acids in a ROS regulatory role through acyl-CoA-binding
proteins (ACBP), which are also capable of binding ERFs-VII proteins under normoxic conditions47.

Oxidative stress management is differentially expressed in the submergence-tolerant
ecotypes of Brachypodium. GO analysis showed that tolerant Bd2-3 significantly expressed both up- and
down-regulated transcripts in the GO category oxidation-reduction processes (GO:0055114), while Bd21 had
down-regulated transcripts in the GO process ofthe response to oxidative stress (G0:0006979; Supplementary
Table S4; Fig. 2b). The 35 up-regulated transcripts in Bd2-3 included those that code for enzymes known to
end-detoxify or use ROS5?, such as ascorbate oxidases (ASO), ascorbate peroxidases (ASP), peroxidases (PER),
p450 cytochromes (P450) and the Fe-S cluster biosynthetic protein frataxin (FRA)53.

Transcripts involved in oxidation-reduction processes that were down-regulated in Bd2-3 could be subdivided
into two further categories: those that, despite being down-regulated due to submergence stress in Bd2-3, still had
the same expression when compared to Bd21 under stress; and those that were truly down-regulated in Bd2-3,
compared to Bd21. In the first subset, we found isoforms of organic acids modifying enzymes (e.g. phosphoe-
nlolpyruvate decarboxylase, aldehyde reduciase and 6-phosphogluconate dehydrogenase), p450 cytochromes and
ACC oxidases; these may indicate a stronger constitutive ethylene synthesis in Bd2-3 than in Bd21. In the second
subset, we found more transcripts for p450 uncharacterized cytochromes and all three Brachypodium NITRATE/
NITRITE REDUCTASE (NR) annotated genes (Bradi3g37940, Bradi3g57680, Bradi3g57990). NRs were expressed
more in the control Bd2-3 than in Bd21 (combined transcript abundances of760-913 and 90-307 CPM, respec-
tively) and were more strongly down-regulated in Bd2-3 than in Bd21 by submergence stress (31.9-44.8 and
75.0-82.6 CPM; Log2FC —4.3 and —1.2, respectively; Fig. 3a). In this same category, we found two out of the
five annotated ALTERNATIVE OXIDASE (AOX) transcripts (Bradi5g20540 and Bradi5g20547) differentially
down-regulated in Bd2-3, when compared to Bd21 (constitutive or up-regulated; Fig. 3b).

The simultaneous down-regulation of transcripts for both ROS end-detoxification enzymes (AOX) and for
ROS generating enzymes (NRs) in the tolerant ecotype Bd2-3 prompted us to look for the expression ofcompo-
nents ofthe NO homeostasis cycle, especially transcripts coding for HB1 and NAD(P)H OXIDOREDUCTASES
(NOR)54. Three HB-like annotated genes were found: two ofthem were statistically constitutive in both control
and stress plants for both ecotypes (Bradilg37100,28.1 + 1 CPM; and Bradi2gl9690,1.22 + 1.03 CPM) and
a third transcript (Bradilg69320, HBI), which was grouped with the Up-Cons genes because of its very low
expression in the Controls ofBd21 (0.14-0.19 CPM) and its constitutive expression in control Bd2-3 (26.2-69.2
CPM). Under submergence stress, HBI was strongly up-regulated in Bd21 but remained statistically constant
in Bd2-3 (8.1 and 0.69 Log2FC, respectively; Fig. 3c). We found five annotated NOR genes, two of them were
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Figure 3. Integration ofdifferentially expressed transcripts related to ROS management in tolerant and
sensitive ecotypes of Brachypodium distachyon under submergence stress, (a) NITRITE REDUCTASE

(NR). (b) ALTERNATIVE OXIDASE (AOX). (c) HAEMOGLOBIN (HB). (d) Transcripts involved in different
ROS end-detoxification pathways: UKN (unknown), ASO (ASPARTATE OXIDASE), FRA (ERATAXZN), ASP
(ASCOREATE PEROXIDASE), PER (PEROXIDASE). (¢) ACONITASE (ACN). (f) NAD(P)H oxidoreductase
(OR). Blue indicates down-regulation and yellow indicates up-regulation in Log2FC vales after 48 h stress
measured by RNA-Seq. The letters s and ¢ indicate stress and Controls, and the numbers 21 and 23 indicate Bd21
and Bd2-3, respectively. The green and blue arrows indicate up- and down-regulated activity in tolerant Bd2-3.
*Significantly up- or down-regulated in Bd2-3,**significantly up- or down-regulated in Bd21,***significantly
and inversely regulated in Bd2-3 and Bd21 (FDR <0.05 x 10 5; Log2FC > 1.5 or <—1.5). Acronyms: SOD
(superoxide dismutase), HCG (hypoxia core genes), TCA (tricarboxylic acid cycle), ERF (ethylene responsive
factor), and NO (nitric oxide).

up- or down-regulated, but accounted only for 3% of global NOR transcripts, while the others were not differ-
entially expressed among the ecotypes or treatments.

We further measured HB1 and AOXI expression by qPCR during the first 12 h of stress. As indicated by
RNA-Seq, Bd2-3 had a higher pre-stress HB1 expression than Bd21. The difference was maintained until the early
morning (ZT12), when its expression also increased in Bd21, probably indicating a normal ROS burst after the
restart of illumination, as previously proposed by Lee et al.\ When submergence stress was imposed, HB1 was
more expressed in Bd2-3 than in Bd21, especially late at night (ZT22) and in the early morning (Fig. 4a). AOXI
expression under control conditions was low and remained constant throughout the night and until the morning,
when a significant increase in expression was detected only in Bd21; under submergence stress, AOXI expression
in Bd2-3 overlapped with that of the control, however in Bd21 it was up-regulated throughout the night (Fig. 4b).
These data may indicate that Bd21 under submergence stress suffers early oxidative stress and relies on downstream
ROS management enzymes, such as AOX, while Bd2-3 ROS homeostasis is efficiently managed through HB1.

To visually assess the significance of these molecular data at the physiological level, leaves of all four
Brachypodium ecotypes studied were stained after 24 h of submergence stress with NBT (Fig. 4c) and DAB
(Fig. 4d), indicating superoxide and peroxide presence, respectively . Forboth ROS, the submergence-sensitive
Bd21 showed more staining than the more tolerant ecotypes. We also quantified formazan absorbance
(superoxide) and Amplex Red oxidation (peroxide) after 24h of submergence stress obtaining similar results
(Supplementary Methods and Supplementary Fig. S3).

Taken together, these data suggest that an important determinant for submergence tolerance in these
Brachypodium ecotypes is the coordinated management of oxidative stress, ranging from the attenuation of NO
generation by NR down-regulation, NO scavenging through HB1 and diversification ofthe final electrén acceptor
options, such as ascorbate and water (Fig. 3d). Interestingly, Campbell etal.2* also found a constitutively expressed
HB1 concomitant with the down-regulation of AOX in maize varieties with superior submergence tolerance,
opening the possibility that this mechanism may be extended to agriculturally relevant grasses.

In pre-flowering plants, the control of ROS toxicity would not be the only benefit obtained from a robust ROS
management system. From the knowledge obtained in Arabidopsis, it would also have, as a consequence, the
stabilization of ERF-VII proteins through NO removal9 and, in turn, would improve stress sensing141517, sustain
the expression of HCG23, avoid tricarboxylic acid (TCA) cycle inhibition by NO at the aconitase step55 (Fig. 3e),
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Submergence stress
HB1 - Bradilg69320

submergence-sensitive and submergence-tolerant ecotypes ofBrachypodium distachyon. (a,b) Transcript
dynamics during the first 12 h of submergence stress of HB1 (a) and AOX1 (b). gPCR was used and the
constitutive gene was UBIQUITIN (Bradilg32860). Bd21 control at time 0 was selected as the relative expression
(=1). The white and black symbols indicate control and submergence stress treatments, respectively. Data

are the mean = S.E. ofthree independent experiments with two technical repeats; letters indicate differences
between the ecotypes and submergence times indicated (two-way ANOVA, P-valué <0.05). (c,d) Leaves from
the submergence stress sensitive (Bd21) and tolerant (Bd2-3, Bdl-1 and TeklO) ecotypes after 24 h submergence
stress and the respective Controls showing in situ presence of superoxide (c) and hydrogen peroxide (d), as a
result of NBT and DAB staining, respectively.

and create a positive regulatory loop, since the promoter of HBI is a direct target of ERFs-V1156. These steps would
improve plant survival, not only to hypoxia but also to other stresses too12.

One scenario where NO removal would be counterproductive for submergence tolerance is during underwa-
ter germination. In germinating rice, HB-like transcripts are repressed during submergence57; this would allow
NO to accumulate and degrade ERFs-V1I, thereby promoting germination9.

Signalling, phosphorylation and pathogen response. Transcripts involved in protein phospho-
rylation (GOi0006468) were commonly up-regulated in both Bd21 and Bd2-3 (33), as well as being differen-
tially induced (67 and 54, respectively). The analysis of these transcripts showed a complex picture that involves
proteins of a diverse nature, such as wall-associated kinases, leucine-rich-repeat kinases and light-repressible
kinases, and proteins containing the domain of unknown function 26 of both kinase- (CK) and lectin-like fami-
lies (DUF26; Fig. 5). We propose that a differential plant pathogen response may harmonize the detection ofthis
transcripts group.

Submergence increases the bacterial load by an order of magnitude, when compared to Controls, and sub-
merged plants counteract this with a coordinated pathogen (fungi and bacteria) response that ineludes pattern
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Figure 6. Transcripts grouped in carboxylic acid metabolic processes (G0:0019752) that were up-regulated
in Brachypodium distachyon Bd21 ecotype. Significantly (FDR <0.05 x 10-5) up-regulated (Log2FC > 1.5) in
sensitive Bd21 after 48 h of submergence.

Three categories of primary metabolism were down-regulated under stress in Bd21, compared to Bd2-3
(Fig. 2b), namely photosynthesis (G0:0015979), translation (G0:0006412) and the lipid metabolic process
(G0:0006629); for the first two categories, these transcripts coded for light-harvesting complex and ribosomal
proteins, respectively. Transcripts in the lipid metabolic process were a diverse group coding for desaturases,
Jipases and synthases. These three categories have been well documented as relevant for stress tolerance. SUBI
rice plants maintain higher chlorophyll contents than intolerant varieties33, while hypoxic stress disrupts ribo-
some integrity21-63 and lipid metabolism is selectively regulated under submergence stress47 and increased by
SUBIA-132. For all three categories, most ofthe transcripts were more abundant in the Bd21 control plants than in
Bd2-3 and were equally expressed during stress, highlighting the importance ofpre-stress constitutive biochem-
ical capabilities.

We reconstructed the pyruvate fermentative pathways active in Brachypodium (Supplementary Fig. S2). Even
though we could not detect differential expression under stress between the ecotypes, we found transcripts simul-
taneously up-regulated for all the reported routes, starting at carbohydrates and leading to ethanol, lactate, ala-
nine and gamma-amino butyric acid60,63. We also found transcripts for all steps of the glyoxylate and TCA cycles
were active, and even up-regulated, in the critical steps needed to allow them to work together (Supplementary
Fig. S2); for example, ACONITASE (ACN), MALATE SYNTHASE (MLS) and ISOCITRATE LYASE (ICL) were
up-regulated. ICL was the 7th most abundant transcript under submergence stress (3799 =+ 174 for Bd21 and
56162 738 CPM for Bd2-3). This multi-organelle and multi-route integration has been previously proposed as
pivotal for anaerobic germination in ricef4, not only as a carbdn conservation pathway, but also for aldehyde
detoxification and as an antioxidant pathway, through the alternative “suicide protein” functions of abundant
ALDEHYDE DEHYDROGENASE (Bradi4g31310, ALDH; 2699 + 87 CPM). ALDH was constitutively more
expressed in Bd2-3 Controls (745 = 170 and 1956 +405 CPM, for Bd21 and Bd2-3 respectively; Log2FC— 1.4
Bd21c/Bd23c). Our transcriptome study highlighted that the integration of the glyoxylate and TCA cycles is
relevantin juvenile plants facing stress. This integration should be completed with the characterization of malate
transporters; we found five annotated as malate:oxoglutarate antiporters, which were transcriptionally active
(four marginally down-regulated) and one constitutively more abundant in Bd2-3 (Bradi4g33550; Log2FC =
—1.6 Bd21c/Bd23c).

As our submergence experiments were performed under the influence of long-day illumination, we looked for
transcripts annotated as coding proteins of the Calvin cycle (Supplementary Fig. S4), and found the pathway was
active, emphasizing the importance of oxidative stress management derived from its activity. This was not sur-
prising as Lee etal.5 demonstrated that the oxygen partial pressure increases rapidly after light appears at dawn.
Interestingly, we observed that the most abundant ERUCTOSE- 1,6-BISPHOSPHATASE transcript (Bradi2g24090,
FBP) was strongly regulated in Brachypodium under submergence, up to the remarkable abundance 02820 +319
CPM; in the context ofthe Calvin cycle, where RUBISCO transcripts were significantly down-regulated, but still
present at a range of 525-803 CPM, FBP up-regulation would be a compensatory step under submergence stress.

Flowering inhibition by submergence stress in Brachypodium. Floweringisinhibitedby theectopic
expression of SUBIA-1 in both ricet5 and Arabidopsis, through the inhibition of FTand its rice ortholog HD3a52,
this promotes starch conservation38. Interestingly, miRNA5200 targeting FT-like transcripts are also up-regulated
under submergence stress in Brachypodium®. These temporary flowering delay mechanisms are proposed to be
an energy-conservation feature of LOQS32. This has also been observed in field-grown rice subjected to submer-
gence stress and is better modulated in tolerant SUBI varieties3. In the Brachypodium Bd2-3 and Bd21 ecotypes,
the heading date was delayed in proportion to the submergence intensity (Supplementary Fig. S5). Higgins et al.67
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reconstructed the flowering pathways in Brachypodium and we used this knowledge to explore the Brachypodium
flowering transcriptome. In addition to the previously found down-regulation of CO and FT, we also found the
down-regulation of HEME ACTIVATOR PROTEINS5 (HAP5A), a protein that aids in CO-induced FT transcrip-
tion67 (Supplementary Fig. S5). However, no differences were detected among the ecotypes.

ERFs-VII transcripts active under submergence stress in Brachypodium. Twenty transcription
factors of diverse families (WRKY, ERFs, NACs, HSTF, ABI and ARFs) were commonly up-regulated in both
ecotypes and grouped under the category of the DNA-dependent regulation of transcription (G0:0006355;
Fig. 2b). Only WRKYs and ERFs have been previously characterized under submergence stress; the first
orchestrate the pathogen responset and the second control general HCG transcriptionl0. Three were labelled as
ERFs-VII (Bradilg72457, Bradi2gl 1890 and Bradi2g27920). A BLASTP search of the N-terminal amino acids
indicated that Bradilgl7960 (Bradilgl7961 in the VV.2.0 Brachypodium genome) and Bradilg72450 (not identified
in RNA-Seq) were also ERF-VII transcripts.

In Arabidopsis, ERFs-VII are divided into two categories: those up-regulated by hypoxic stress (HRE-like) and
those constitutively expressed (RAP-like)23. N-terminal amino acids of RAP2.12 were used in a BLASTP search
and we found that Brachypodium has three more ERFs-V11 (Bradi3g60120, Bradilg46690 and Bradi4g31040). The
Brachypodium ERFs-VII family comprises in total eight genes (Fig. 7).

Since our RNA-Seq experiment was a 2-point collection data set, we quantified mMRNA for these genes during
the first night (12 h) ofstress. In this analysis, we could not detect an ecotype-specific differential expression
(Fig. 7a). This leaves the NO/HB-scavenging cycle as the most probable differential mechanism improving the
ecotype tolerance in Brachypodium at the ERFs-VII protein level.

A manual and MEME-assisted analysis showed that this inducible/constitutive expression was correlated
to a low/high domain diversity division (Fig. 7b), which could also be observed through phylogenetic analysis
(Fig. 7c). Only Brad4g31040 - i.e. groups with constitutive ERFs - was still responsive to submergence stress,
though not to the extent ofinducible ERFs (Fig. 7a). We could not detect a SUBI-like ERF-VII in Brachypodium
(Fig. 7c), confirming the ecological-niche uniqueness of this gene6869. Knockout studies indicated that consti-
tutive ERFs-VII work as oxygen sensors and early HCG inducers, while inducible ERFs-VII act as late-stress
modulators12,17'23 56.

There is evidence that ERFs-VII respond to circadian rhythms and dark stress. SUBIA-I ameliorates
dark-stress damagel3 and is expressed at the end of the night, independent of submergence stress3?; this has
also been observed for some ERFs-VII of soybean48. The analysis of Arabidopsis ERFs-VII transcripts in the
DIURNAL transcriptomic database showed that RAP2.3, previously considered as a constitutive ERF, is actu-
ally highly responsive to the length of the day and has an expression peak at the end of the night. RAP2.2 is
less responsive, but still has an observable oscillation (Supplementary Fig. S6). In Brachypodium, we found that
Bradilg72450 was responsive to both submergence and night; interestingly, it was not the gene sharing the most
domain types with RAP2.3 (being Bradi2g27920).

This ERFs-VI1I toolbox seems to be a common feature ofall the plants analysed so far, both mono- and dicot-
yledonous152349424370. Even though Brachypodium is not a plant characteristic of semi-aquatic habitats, small
grasses can be subjected to natural submergence stress in the wild (Supplementary Fig. S7).

Conclusions

Hypoxic stress responses are not only of importance for plant development but are also relevant during sub-
mergence stress and for the development of plant varieties tolerant to its negative effects. In this research, we
aimed to discover physiologically relevant molecular mechanisms, by comparing the transcriptome of genetic
materials with contrasting survival traits under submergence stress. By characterizing submergence-tolerant and
submergence-sensitive ecotypes of the wild model grass Brachypodium distachyon, we found ROS management
to be an important characteristic of the tolerant ecotype. This was most likely achieved through an integrated
response involving constitutively expressed, induced and down-regulated mechanisms, such as the NO/HB cycle,
general antioxidant responses and NR transcript expression, respectively. Transcripts involved in other mecha-
nisms of increased complexity were also differentially expressed, for example transcripts of unknown function,
signalling phosphorylation cascades (probably involved in the pathogen response) and the integration of the
glyoxylate and TCA cycles. We expect that this information could be used to help design further experimentation
aimed at expanding our current knowledge of physiological responses, with relevance for plant breeding pro-
grammes of submergence-tolerant crop cultivars.

Methods

Brachypodium ecotypes.  Seeds of Brachypodium distachyon ecotypes Bd21, Bd2-3, Bd-1-1 and TeklO were
obtained from Professor David Garvin at the United States Department of Agricultura (USDA). For all the exper-
iments, the seeds were disinfected in IOmL of 1:1 household bleach (sodiumhypoclorite 1.6%) and one volume
ofdistilled, deionized and autoclaved water (ddH20), rinsed five times in 20 mL of ddH20, scarified in water for 4
d at4°C and sawn horizontally in substrate (Sunshine Mix #3 plus 1:4 v/v perlite:substrate, autoclaved for 2h and
finally mixed with 2% w/w slow liberation fertilizer NPK 15:15:17; Nitrofoska). Germination and growth were
carried out under long-day conditions (16 h light/8 h dark, 180pE m 2s_\50% humidity) in a growth room, with
irrigation every 2 d using Alterad tap water.

Submergence stress. Brachypodium plants (14-day-old, 6 leaves stage) were submerged in 30-cm deep
water columns, inside opaque-walled plastic tanks. Light still reached the plants at 70 pE m-2 s-1. The ecotypes

were submerged side-by-side in a randomized manner; only plants submerged in the same tank were compared.
Controls were grown in plastic tanks without submergence. Submergence stress started at ZT13 (3h before night)
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Figure 7. Characterization of Brachypodium distachyon group VIl ETHYLENE RESPONSIVE FACTORS
transcriptionally active during submergence stress, (a) Transcript dynamics during the first 12 h of
submergence stress of ERFs-VII transcripts is indicated. gPCR was used and the constitutive gene was
UBIQUITIN (Bradilg32860). Bd21 control at time O was selected as the relative expression (=1). The white and
black symbols indicate the control and submergence stress treatments, respectively. Data are the mean = S.E. of
three independent experiments with two technical repeats; letters indicate differences between the ecotypes and
submergence times indicated (two-way ANOVA, P-valué < 0.05). No statistical differences were detected among
the ecotypes. (b) Domain architecture of Brachypodium ERFs-VI1 following previously published motifsl5. The
blue and red bars indicate constitutive and inducible expression during submergence stress, (c) Phylogenetic
tree based on the amino acid sequence ofArabidopsis, Brachypodium and rice SUBI and SNORKEL ERFs-VII.
The blue and red bars indicate inducible and constitutive expression during submergence stress. The numbers
are bootstrap valles after 1000 replicates (>80).

and the plants were removed by gentle subtraction from the water column and left to grow under normal con-
ditions for the time indicated in each experiment. At the times indicated in each experiment, we registered the
number of leaves, height, tillers, time to heading and percentage of surviving individudis; only the latter proved
useful to quantify submergence stress tolerance, as 50% Lethal Time (LT50; using the on-line tool 1C50; http://
icSO.tk).

RNA-Seq. Brachypodium ecotypes with contrasting submergence tolerance were subjected to a 48h submer-
gence stress, as detailed in the previous section. Above-ground tissue was collected immediately in liquid nitrogen
and stored at —80 °C in an ultra-freezer, until further processing. Tissue was ground to powder with a mortar
and pestle with liquid nitrogen, avoiding thawing. Control and submerged total RNA was extracted with TRIzol
reagent (Invitrogen, 15596018), purified with Direct-zol RNA mini prep columns (Zymo Research, R2050) and
digested in-column with DNAse | (ThermoScientific, #£EN0521). RNA integrity and concentrations were verified
in denaturing 1.0% agarose gel, a Nanodrop 2000 (ThermoScientific) and in a Bioanalyzer 2100 (Agilent), with
the integrated software 2100 Expert. Samples had an RNA Integrity Number (RIN) between 6.4 and 7.2, char-
acteristic of aerial plant tissue7l. Total RNA extracted from the control and submerged tissue from three inde-
pendent experiments, each consisting of five individual plants, were used to construct cDNA indexed libraries
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and sequenced in a HiSeq2500 (Illumina) at 1 x 50 format, making a total of 12 sequenced libraries (tolerant and
intolerant ecotypes, control and submerged, experimental triplicates) in a 2-lane format. RNA integrity, library
construction and sequencing were performed as a Service at the Unidad Universitaria de Secuenciaciéon Masiva,
Instituto de Biotecnologia, Universidad Nacional Auténoma de México (IBT-UNAM,; http://www.uusmd.unam.mx).

Bioinformatics analysis.  Sequences were processed using the following pipelines. For base calling, [llumina
Casava 1.7 software was employed and the sequenced reads were trimmed of their adaptor sequences using
Trimmomatic?2, and then mapped to the Brachypodium distachyon ecotype Bd21 genome (Bdistachyon_283_v2.0;
downloaded from http://genome.jgi.doe.gov) using TopHat2 with parameters -p 4 —library-type fr-firststrand.
Reads aligned to genomic regions were counted using the HTseq library73. The analyses ofdifferentially expressed
genes were performed in the R environment, using the edgeR package with a GLM (generalized linear model) and
afalse discovery rate <0.05 (FDR). Tables with CPM for all the gene models and results for the differential expres-
sion analysis were built (Supplementary Table S2). To group differentially expressed transcripts, a Logarithmic
Fold Change (Log2FC) valué >1.5 (up-regulated) or <—1.5 (down-regulated) and a FDR <0.05 x 10-5 were
considered. GO analysis of these differential transcripts was performed at phytozome.jgi.doe.gov.

Quantitative PCR. RNA was extracted from aerial tissue collected from five individudis of three new
independent experiments with the Direct-zol RNA miniprep kit (Zymo Research, R2050) and digested with
the induded DNAse | in a column. Total RNA (2.1 p,g) was used to synthesize cDNA using the Maxima First
Strand cDNA kit (ThermoScientific, K1642). Quantitative PCR was performed in a Piko Real 96 thermocycler
(ThermosScientific) using SYBR Green qPCR Master Mix 2x (ThermoScientific, K0251) and 1p.L of 1:10cDNA
dilution (20pL final volume). Primers were designed using on-line tools at www.idt.com (IDT), with sequences
downloaded from phytozome.jgi.doe.gov and synthesized by Macrogen. The efficiency was determined in 1:4,1:6:
1:64 and 1:256 cDNA dilutions using the integrated thermocycler software (Supplementary Table S6).

ROS staining.  Samples were collected after 24h of submergence stress. Two stain methods were used:
nitrobluetrazolium (NBT) and 3,3'diaminobenzidine (DAB), detecting superoxide and hydrogen peroxide,
respectively8. For NBT staining, the leaves were immersed in 25 mL ofan NBT solution (0.5 pg/mL) in phosphate
buffer (10mM, pH 7.6) for 3h in a rocking bed and protected from light. For DAB, the leaves were immersed in
25mL ofa DAB solution (1 pg/mL) in tris-acetate buffer (50 mM, pH 5.0) for 8 h in a rocking bed. After staining,
the treatments were boiled in ethanol 95% (v/v) for 30 min; the ethanol was then decanted and the leaves were left
immersed in glycerol (40%) in arocking bed for 16 h and then photographed.

Phylogenetic tree and domain analysis. Phylogenetic relations between the indicated ERFs-VI1I were
performed with MEGA 6.0 software for the Mac74. Full-length amino acid coding regions were downloaded
at NCBI from previous reports23,3335, aligned using MUSCLE and then a phylogenetic tree was built by the
neighbour-joining method (Poisson correction, pairwise deletion ofgaps). Domain analysis was performed man-
ually and MEME-assisted?5 following the models published for Arabidopsis15.
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