UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
INSTITUTO DE ECOLOGIA
BIOLOGIA EVOLUTIVA

Analisis transcriptomico de la tolerancia a ozono troposférico

en Abies religiosa.

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:
VERONICA REYES GALINDO

TUTORA PRINCIPAL DE TESIS: DRA. ALICIA MASTRETTA YANES
CONACYT-CONABIO

COTUTOR DE TESIS: DR. JUAN PABLO JARAMILLO CORREA
INSTITUTO DE ECOLOGIA, UNAM

COMITE TUTOR: DRA. ALEJANDRA CITLALI MORENO LETELIER
INSTITUTO DE BIOLOGIA, UNAM

CD. MX. NOVIEMBRE, 2019



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
INSTITUTO DE ECOLOGIA
BIOLOGIA EVOLUTIVA

Analisis transcriptoémico de la tolerancia a ozono troposférico

en Abies religiosa.

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:
VERONICA REYES GALINDO

TUTORA PRINCIPAL DE TESIS: DRA. ALICIA MASTRETTA YANES
CONACYT-CONABIO

COTUTOR DE TESIS: DR. JUAN PABLO JARAMILLO CORREA
INSTITUTO DE ECOLOGIA, UNAM

COMITE TUTOR: DRA. ALEJANDRA CITLALI MORENO LETELIER
INSTITUTO DE BIOLOGIA, UNAM

MEXICO, CD. MX. NOVIEMBRE, 2019



POSGRADO

0LOGICAS ®

FEN C FAS

COORDINACION DEL POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
ENTIDAD INSTITUTO DE ECOLOGIA
OFICIO CPCB/1108/2019

ASUNTO: Oficio de Jurado

M. en C. Ilvonne Ramirez Wence
Directora General de Administracion Escolar, UNAM
Presente

Me permito informar a usted, que el Subcomité de Ecologia y Biologia Evolutiva, del Posgrado en Ciencias
Biolégicas en su sesion ordinaria del dia 13 de mayo de 2019, aprob¢ el siguiente jurado para el examen
de grado de MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS en el campo de conocimiento de Biologia Evolutiva,
de la estudiante REYES GALINDO VERONICA con numero de cuenta 307159122 con la tesis titulada
"Analisis transcriptémico de la tolerancia a ozono troposférico en Abies religiosa", bajo la direccion
de la DRA. ALICIA MASTRETTA YANES quedando integrado de la siguiente manera:

Presidente: DRA. SVETLANA SHISHKOVA

Vocal: DRA. ANA LAURA WEGIER BRIUOLO

Secretario: DRA. ALEJANDRA CITLALLI MORENO LETELIER
Suplente: DRA. ALEJANDRA VAZQUEZ LOBO YUREN
Suplente DR. CESAR MATEO FLORES ORTIZ

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE F
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Ciudad Universitaria, Cd. Mx., a 7 de noviembre de 2019

COORDINADOR DEL PROGRAMA RS «;
5 .
O] 0
£ %
LE"‘ Aty g
DR. ADOLFO GERARDQ'NAVARRO SIGUENZA COORDINACIGH

c. ¢. p. Expediente del alumno

COORDINACION DEL POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
UNIDAD DE POSGRADO

Edificio D, 1° Piso. Circuito de Posgrados, Ciudad Universitaria
Alcaldia Coyoacan. C. P. 04510 CDMX

Tel. (+5255)5623 7002 http://pcbiol.posgrado.unam.mx/



AGRADECIMIENTOS INSTITUCIONALES

Al Posgrado de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional Autonoma de
México.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por el apoyo

recibido mediante la beca de maestria (NUmero de CVU: 714560).

Al Programa de Apoyo a los Estudiantes de Posgrado (PAEP-UNAM) para
asistir al Il Joint Congress on Evolutionary Biology, Francia y al CONACYT
por la Beca de Movilidad que me permitio terminar de analizar mis resultados

en la University of East Anglia, Inglaterra.

Este trabajo fue posible gracias a los consejos de mi tutora la Dra. Alicia
Mastretta Yanes, a mi cotutor el Dr. Juan Pablo Jaramillo Correa y a la Dra.

Alejandra Citlali Moreno Letelier, miembros del comité tutor.

Al Laboratorio de Anatomia Vegetal del Jardin Botanico de la UNAM a cargo
de la Dra. Estela Sandoval Zapotitla y del Laboratorio de Biogeoquimica,
UBIPRO-FESI a cargo del Dr. César Mateo Flores Ortiz, quienes brindaron
equipo y reactivos para realizar parte del trabajo. De igual manera,
agradezco el apoyo brindado por Bienes Comunales de Santa Rosa Xochiac,

quienes permitieron la colecta y monitoreo de la zona de estudio.

Agradezco el financiamiento otorgado por la Direccion General de Asuntos
del Personal Académico, mediante el proyecto PAPIT IN20816), y por
CONACYT, a través de los proyectos de Problemas Nacionales (247730), de
Ciencia Basica (0153305) y de colaboracioén internacional (COOB-2016-01),

sin los cuales esta investigacion no se habria podido llevar a cabo.



AGRADECIMIENTOS PERSONALES

Primeramente, agradezco a mi tutora Alicia, quien decidié aceptarme en un nuevo
proyecto que implicaria al menos dos afios més lidiando juntas con los “detallitos” de
la vida (papeleos, campo, computadoras, llaves, dudas). Conocerla dia a dia sigue
siendo una gran inspiracion durante mi formacidon, ya que siempre me ha
demostrado congruencia en sus acciones. Le agradezco la paciencia, confianza y el
apoyo para realizar actividades que podrian ser intimidantes. Asi como la posibilidad
de cumplir mis objetivos académicos y personales planteados durante este periodo
de mi vida. Nunca terminaré de agradecerte por todo lo brindado. También, me
gustaria agradecerle a Juan Pablo, quien igualmente es un gran investigador y tutor.
Sus consejos durante la escritura de mi tesis, mis presentaciones y en general de
como mejorar como cientifica para poder realizar investigacion de calidad, fueron
experiencias muy valiosas. A ambos les agradezco la oportunidad que me dieron de
pertenecer a su grupo de trabajo y de interactuar con cientificos de otras partes del
mundo.

Personas clave en mi formacion fuera de México fueron Aida Azaiez,
Sebastien Gérardi y Julien Prunier quienes me mostraron diferentes pasos del
procesamiento de muestras y datos para analisis de ARN. En otra parte del mundo
pude conocer a Lewis Spurgin, Claudia Martin y David Prince quienes me ayudaron
con mis andlisis y dudas bioinformaticas. En especial en esta regién del mundo, le
agradezco inmensamente a Lewis y Luci quienes me brindaron su casa,
convivencias familiares, cultura, comida e incluso conocimientos sobre gatos (su
amado Patrick). A todos ellos fue muy agradable conocerlos y espero verlos en
algun otro momento para regresarles parte de lo que me brindaron.

Siempre he pensado que la ciencia avanza mas rapido a través de la
interdisciplina y la colaboracion. Por tal razén agradezco el soporte técnico del
Laboratorio de Anatomia Vegetal del Jardin Botanico de la UNAM, a cargo de la Dra.
Estela Sandoval Zapotitla, quien también me aconsejo sobre la importancia del
equilibrio entre la ciencia y la vida personal. En su laboratorio pase muchas tardes-
noches aprendiendo y conviviendo con Cony, persona muy paciente y entregada a
su trabajo; Barbarita, quien me recibia amablemente en las mafanas; Jess, futura
bidloga muy trabajadora; asi como con Vero, quien siempre estuvo dispuesta a
compartir todo que sabe. Les agradezco el asesoramiento durante el procesamiento
del material vegetal y la confianza de hacerme parte de su laboratorio. De igual
manera, agradezco al Laboratorio de Biogeoquimica, UBIPRO-FESI a cargo del Dr.
César Mateo Flores Ortiz, quien me permitié trabajar libremente en su laboratorio
para el andlisis de terpenos, asi como su aportacién durante la correccion de mi
tesis. Ademas, para terminar este trabajo fueron fundamentales las revisiones de los
miembros de mi jurado: Dra. Svetlana Shishkova, Dra. Alejandra Vazquez, Dra. Ana
Wegier y Dra. Alejandra Moreno. Les agradezco su disponibilidad para leer mi tesis,
comentarla y discutirla conmigo, asi como el poder facilitarme los tramites de
titulacion, a pesar de los tiempos tan apretados que tienen como investigadoras.

Nunca podré dejar de agradecer a mis amigos de la carrera Memo, David,
Fernando, Ferchis y Oliver, con quienes sigo acumulando experiencias que
fortalecen nuestra amistad ante nuestras crisis emocionales, econdmicas o
académicas. Les agradezco su tiempo ayudandome a colectar, asesorandome



cientificamente, acompafiandome durante el procesamiento de mis muestras/datos
0 simplemente con mensajes de apoyo a la distancia. Todos estos momentos
siempre junto a una dosis oportuna de alcohol, comida y criticas constructivas que
nos han hecho crecer durante la década que llevamos conociéndonos.

Durante el desarrollo de mi maestria pude integrarme al siempre atinado
equipo oyamel: Sebas, con quien comparti experiencias bizarras y divertidas la
mayoria del tiempo; Gus, siempre dispuesto a discutir sobre ciencia y temas en
general; Jorge que me resolvié todas mis dudas forestales con su buen sentido del
humor; asi como Miguel, con quien comparti mi estrés por los andlisis en la recta
final de mi titulacién. Con cada uno de ustedes comparti tiempo para resolver
experimentos de laboratorio y problemas bioinformaticos que en equipo resultaron
mas amenos. Por otro lado, tengo muchos agradecimientos a miembros del
Departamento de Ecologia Evolutiva. En particular, en el cubo le agradezco a Nancy
sSu experiencia académica compartida, asi como su tiempo para ser confidente de
muchas de mis dudas. A Marianita su compafiia, asesoria ecoldgica y su constante
presién para titularme. A Ruth su compaifiia durante el turno nocturno del laboratorio
y a Madi las experiencias compartidas durante la comida a horas aleatorias. De igual
manera les agradezco diferentes momentos compartidos a Idalia y sus atinados
comentarios que me hacen disfrutar la ironia de la vida. A Laura su apoyo durante
mi desconocimiento del mundo del ARN en plantas. A Azalea su constante
presién/apoyo para terminar mis pendientes. A Carlos, su compafia durante la hora
del odio. A Alex, su inmensa amabilidad y paz compartida. Ademas, me gustaria
agradecer las reuniones y platicas brindadas por Coral, Heriberto, Gaby (chiles), Oli,
Duhya, Chris, Raquel, Gaby, Nadia, el Dr. Daniel, la Dra. Ella, Dra. Tania, Marco,
Dra. Rocio, los tomentosos (gusto conocerlos) Anabel y Erika Rodriguez.

A pesar de la distancia tuve personas que me apoyaron durante este
proyecto, unas de las mas queridas son Myrs y Beto, ya que siempre han estado
para aconsejarme, compartir experimentos, presentaciones, chismes y comidas.
Ademés, agradezco los asesoramientos sobre genética cuantitativa de Angeles e
Ivan durante las clases. A Gerry su asesoramiento estadistico. A Parra quien me
apoyo durante mi muestreo. A Cristian (cristoichkov) quien me ayudo a mejorar mi
capacidad bioinformatica. A los miembros del Taller de Bioinformatica que me
ayudaron a pulir mis scripts. A Ernesto “grillo”, quien me auxiliaba
bioinformaticamente a la distancia. Casi por ultimo, pero definitivamente de los mas
importantes, le agradezco a Claudio Zamora, persona integra y admirable que se
preocupa por mejorar las condiciones de su comunidad, asi como a su gran grupo
de trabajo de Bienes Comunales de Santa Rosa Xochiac, quienes me ayudaron a
completar los muestreos y a quienes por errores afortunados pude conocer durante
mi trabajo de campo (espero que este trabajo sea el comienzo de futuras
colaboraciones).

Lamento no poder mencionar a todos los que formaron parte de este trabajo
de manera directa/indirecta, asi como de la forma que me gustaria, sin embargo,
espero poder brindarles el apoyo necesario cuando asi lo requieran. Cada uno de
ustedes me apoyo para salir adelante con mi muestreo, analisis, clases, hobbies,
cordura emocional y tramites de becasttitulacion.

Finalmente, agradezco a la UNAM vy al Instituto de Ecologia por seguir brindandome
un lugar 6ptimo para desarrollar mi formacién académica.



DEDICATORIA

A mi mama Laura, pilar de la familia y a quien siempre agradeceré la libertad
otorgada para tomar mis decisiones. A mi hermano Roberto, parte sensible y
artistica de nosotros, a ti te agradezco la motivacion de seguir intentando lo
imposible. Finalmente, a mi sobrina Dhéni, esperanza de alegria ante las
adversidades que se nos presentan. Me da gusto ver como cada uno va
creciendo personalmente. Ustedes siempre formaran parte esencial de mi
vida y todo lo que soy es un pequeiio reflejo de lo que me han brindado.
Solamente me queda decirles que a pesar de la distancia y las diferencias

estaré para apoyarlos. Los quiero.



INDICE

LISTA DE FIGURAS Y CUADROS

RESUMEN

ABSTRACT

INTRODUCCION

IV. JUSTIFICACION
V. HIPOTESIS

VI. OBJETIVOS

a. General

b. Particulares

VILI.

VIIL.

oo

@

VIIL.

oo wp

XI.

XIl.

XIl.

ANTECEDENTES
MATERIAL Y METODOS

Obtencion de muestras biolégicas

Determinar procedencias de muestras sanas y dafadas por O3
Analisis de expresién diferencial. Mapeo y ensamble de
transcriptoma

Diferencias anatémicas

Deteccion de metabolitos

RESULTADOS

Determinar procedencias de muestras sanas y dafiadas por O3
Analisis de expresion diferencial. Mapeo y ensamble de
transcriptoma

Diferencias anatémicas

Deteccion de metabolitos

DISCUSION

CONCLUSIONES

PERSPECTIVAS

REFERENCIAS

ANEXOS



LISTA FIGURAS Y CUADROS

FIGURAS

Figura 1. Concentracion de Oz en la zona metropolitana de la CDMX.

Figura 2. Esquema ilustrando el mecanismo de ingreso de Os al tejido
vegetal.

Figura 3. Direccion del viento y concentracion de Os en la CDMX.

Figura 4. Sitio de colecta de individuos sanos y dafiados.

Figura 5. Sitio de colecta de individuos de A. religiosa sanos y dafiados en la
Ciudad de México en la Comunidad de Santa Rosa Xochiac cerca del
Desierto de los Leones.

Figura 6. Ejemplos de ramas de individuos de A. religiosa colectados.

Figura 7. Distribucidn de las poblaciones de A. religiosa en la Faja Volcanica
Transmexicana.

Figura 8. Representacion esquematica de un corte transversal de una
acicula de A. religiosa indicando las regiones examinadas en este estudio.
Figura 9. Comparacion de los transcritos expresados diferencialmente en
arboles sanos y dafiados durante la exposicion a diferentes niveles de Os.
Figura 10. Estructura poblacional a lo largo de la distribucion de A. religiosa.
Figura 11. Agrupamiento genético de A. religiosa estimado con admixture
para k 2-5.

Figura 12. Parte lateral de cortes transversales en individuos sanos y
dafiados de A. religiosa durante los tres afios de exposicion a Os.

Figura 13. Parte central de cortes transversales en individuos sanos y
danados de A. religiosa durante los tres afios de exposicion a Os.

Figura.14. Presencia de cristales de oxalato de calcio en individuos sanos y
dafados durante los tres afios de exposicion a Os.

Figura 15. Compuestos volatiles presentes durante dos temporadas de
concentracion de Os en individuos sanos y dafiados de A. religiosa.

Figura 16. PCA de individuos sanos y dafiados durante las dos temporadas
de exposicion a Os.

CUADROS

Cuadro 1. Transcritos expresados diferencialmente (utilizando edgeR vy
DESeq2) entre individuos sanos y dafiados durante la temporada de
contingencia (170ppb).

Cuadro 2. Transcritos expresados diferencialmente (utilizando edgeR) entre
individuos sanos y dafiados durante la temporada de contingencia (170ppb).

Cuadro 3. Transcritos expresados diferencialmente (utilizando DESeq?2)
entre individuos sanos y daflados durante la temporada de contingencia
(170ppb).

Cuadro 4. Transcritos expresados diferencialmente (utilizando edgeR y
DESeg2) en individuos sanos durante diferentes temporadas
(87ppb/170pph).

10



Cuadro 5. Transcritos expresados diferencialmente (utilizando edgeR y
DESeq2) en individuos dafados durante diferentes temporadas
(87ppb/170ppb).

Cuadro 6. Valores de heterocigosidad de los arboles sanos y dafiados de
Santa Rosa Xochiac.

Cuadro 7. ANOVA de tres vias para evaluar el efecto de los tratamientos
(temporalidad, condicién y afio de exposicion) en A. religiosa.

ANEXOS

ANEXO 1. Ramas de individuos sanos y dafiados colectados.

ANEXO 2. Extracciones de ARN de 40-45 mg de tejido vegetal
independientemente para cada concentracion de ozono y periodo de
crecimiento foliar por arbol.

ANEXO 3. Numero de lecturas totales para cada individuo.

ANEXO 4. Numero de genes mapeados para cada individuo.

ANEXO 5. Numero de genes mapeados para cada comparacion.

ANEXO 6. Valores de los parametros para ensamble laxo en ipyRAD con
todas las muestras de oyameles de nuestro grupo de trabajo.

ANEXO 7. Relacion entre la distancia genética y la distancia geogréfica de 19
poblaciones de A. religiosa.

ANEXO 8. Relacion de parentesco dentro de cada poblacién. En verde
individuos sanos y en rojo dafiados de la poblacion de Santa Rosa Xochiac
ANEXO 9. Tren de tincidn para aciculas de oyamel..

ANEXO 10. Tinciones de individuos sanos.

ANEXO 11. Tinciones de individuos dafiados.

ANEXO 12. Metabolitos detectados en todas las muestras a partir de la
cromatografia de gases acoplada a una espectrometria de masas (CG-EM).
ANEXO 13. Abundancia relativa de los metabolitos después del filtrado.
ANEXO 14. Correlacion entre los metabolitos.

11



. RESUMEN

La urbanizacion modifica las condiciones originales de un ecosistema y
afecta la evolucibn de las especies que habitan en las ciudades. En
particular, la contaminacién atmosférica por ozono troposférico (O3) es una
de las causas mas importantes para la declinacion del oyamel (Abies
religiosa) en las zonas periféricas de la Ciudad de México (CDMX). Sin
embargo, recientemente se detectaron oyameles con menor dafio dentro de
una zona de alta exposiciébn a Os y alta mortandad, sugiriendo que existe
variacion genética que podria estar relacionada con la tolerancia a Os. En
este trabajo se compararon arboles sanos y dafiados dentro de una zona de
alta exposicion a Oz utilizando herramientas histolégicas, metabolomicas,
genomicas y transcriptomicas. Se colecto tejido de ambos tipos de individuos
durante un dia de alta (170ppb) y otro de baja (87ppb) concentracion de Os.
Los cortes histologicos evidenciaron un dafio gradual a nivel estructural,
principalmente en el parénquima en empalizada; ademas de mostrar
acumulacién diferencial de compuestos fendlicos entre los individuos sanos y
dafiados. La cromatografia de gases acoplada a una espectrometria de
masas (CG-EM) revel6 ademas la presencia diferencial de [3-Pineno, L-a-
Acetato de Bornilo, Oxido de R-Cariofileno, a-Cariofileno, R-Cubebeno, a-
Cubebeno y a-Muuroleno; compuestos que ya han sido asociados al
metabolismo del O3 en otros estudios. El genotipado masivo de individuos
(1,550 SNPs) permitid determinar que los arboles estudiados son de origen
local y no introducidos por reforestaciones previas. Finalmente, el andlisis
transcriptomico mostré expresion diferencial (DEG) de siete genes candidatos
asociados a las rutas metabdlicas de los carbohidratos y los flavonoides.
Estos resultados abren la puerta a estudios de evolucidén urbana que faciliten
el establecimiento de programas de reforestacibn méas exitosos en los
bosques periféricos de la CDMX, a través de la identificacion de

germoplasma tolerante a la contaminacién por Os.
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. ABSTRACT

Urbanization modifies the ecosystems original conditions and affects the
evolution of the species that inhabit cities. In particular, air pollution by
tropospheric ozone (O3) caused the decline of sacred fir (Abies religiosa) in
peripheral areas of Mexico City (CDMX). Recently, sacred fir individuals with
less damage were detected within an exposure area with great fir mortality,
suggesting that there is genetic variation within populations that could be
related to tolerance to Os contamination tolerance. In this work we compare
healthy and damaged trees within the same exposure area using histological,
metabolomic, genomic and transcriptomic analyses. For this, tissue was
collected from healthy and damaged individuals during a day of high (170ppb)
and another of low (87ppb) Os concentration. The histological sections
evidenced gradual damage at the structural level, mainly in the parenchyma in
palisade, in addition to showing accumulation of phenolic compounds. Gas
chromatography-mass spectrometry (CG-MS) revealed the differential
presence of [-Pineno, L-a-Bornyl Acetate, [-Caryophylene Oxide, a-
Caryophylene, R-Cubebeno, a-Cubebeno and a-Muurolene, between healthy
and damaged individuals; compounds that have already been associated with
O3 metabolism in other studies. GBS data (1,550 SNPs) was used to identify
the individual ancestry (local, introduced by reforestation). Finally, the
transcriptomic analysis showed differential expression, revealing seven
candidate genes associated with carbohydrate and flavonoid metabolic
pathways. These results open the door to urban evolution studies to identify
germplasm with greater tolerance to Os contamination that facilitate the
establishment of more successful reforestation programs in the peripheral
forests of the CDMX.
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I1l. INTRODUCCION

La urbanizacion modifica las condiciones originales de un ecosistema y
afecta la evolucién de las especies que habitan en las ciudades (Santangelo,
Rivkin, & Johnson, 2018). La respuesta biologica para sobrellevar este
cambio en el ambiente puede asociarse a mutaciones que surgen después
de la urbanizacién o a polimorfismos que ya existian antes de la urbanizacion
(“standing genetic variation”) y que pueden llegar a ser adaptativos ante las
nuevas condiciones. Estos polimorfismos pueden ser la diferencia para que
una especie persista 0 desaparezca de éareas urbanas contaminadas
(Johnson & Munshi-South, 2017).

La expansion urbana se caracteriza por un incremento en las
actividades motorizadas e industriales; mismas que requieren combustibles
fésiles, que a su vez incrementan la formacion de algunos contaminantes
(Lamsal, Martin, Parrish, & Krotkov, 2013). Uno de los mas nocivos es el
ozono troposférico (O3). Este se genera principalmente por reacciones
fotoquimicas en la troposfera entre el metano (CHas), los compuestos
organicos volatiles (VOCs), y varios 6xidos de nitrégeno (NOXx), producidos
en su mayoria por la quema de combustibles (Churkina et al.,, 2017;
Finlayson-Pitts & Pitts Jr., 1993), los vapores de gasolina y los solventes
guimicos. Los efectos del Oz son toxicos tanto para la salud humana (Ebi &
McGregor, 2008), como para las plantas (Cho et al., 2011) y tienen
consecuencias graves, en particular, en el deterioro de los arboles forestales
(Ashmore, 2005). De esta manera, el estudio de la evolucién en ciudades con
altos indices de contaminacion por O3 puede contribuir a la conservacion de
sus especies forestales.

La Ciudad de Meéxico (CDMX), con sus cerca de 22 millones de
habitantes, es una de las ciudades mas pobladas del mundo (ONU, 2018). Se
encuentra en una cuenca rodeada de montafias, las cuales favorecen el
incremento de su temperatura a través de la presencia de sistemas de alta
presion, lo que impide la dispersion de contaminantes hacia fuera de la
misma (Jauregui, 2002). Lo anterior genera las condiciones ideales para una

elevada concentracion de Os y sus correspondientes dafios a la poblacion
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humana (Castillejos et al., 1995; Escamilla-Nufiez et al., 2008; Holguin et al.,
2003) y bosques periféricos (Alvarado R, De Bauer, & Galindo A, 1993).

(a)
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Figura 1. Concentraciéon de O3 en la zona metropolitana de la CDMX. (a)
Mosaico histérico (1990-2019). La calidad del aire se representa mediante los
colores: verde, buena (0-70ppb); amarillo, regular (71-95ppb); anaranjado, mala (96-
154ppb); rojo, muy mala (155-204ppb) y morado, extremadamente mala (>=205). (b)
Concentracién de O3 promedio para la CDMX durante el periodo de estudio (Abril y
Mayo, 2017). Los circulos negros muestran los dias de colecta. (¢) Concentracion de
O3 reportada en la estacion PEDREGAL durante el periodo de muestreo. Modificado
de SEDEMA (2019).

Se ha determinado que los niveles de Os en un aire no contaminado
rondan los 20-50ppb, mientras que en regiones contaminadas existen picos
de hasta 400 ppb (Seinfeld, 1989). Hacia 1990, cuando se establecio una red
de monitoreo para el control de la calidad del aire en México, los primeros
controles revelaron concentraciones de Os por arriba de las 150 ppb
practicamente todos los dias y frecuentemente superando las 205 ppb (color
rojo y morado; Fig. 1a). A través del implemento de algunas regulaciones en
el transito de vehiculos y actividades industriales, las concentraciones de este

y otros contaminantes se han ido reduciendo. Por ejemplo, el maximo pico en
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2017 fue de 181 ppb (SEDEMA, 2019; Fig. 1a). Sin embargo, estos valores
aun superan los establecidos como saludables por la NOM-020-SSA1-2104
(Reporte SEDEMA, 2017) y durante la temporada seca-caliente, los dias de
buena calidad del aire (<70 ppb) son escasos (Fig. 1a).

En la CDMX, el Os alcanza sus concentraciones maximas a principios
de la primavera (temporada seca-caliente; Fig. 1a). Durante un mismo dia,
los valores mas elevados se presentan durante la tarde, debido a la mayor
incidencia solar, para luego disminuir en las primeras horas de la mafana
(Reporte SEDEMA, 2017).

0Zono

Cuticula—
Epidermis—

Mesofilo—

Figura 2. Esquema ilustrando el mecanismo de ingreso de Os al tejido vegetal.
El O3 entra por los estomas durante la fotosintesis. Modificada de Tausz, Grulke, &
Wieser (2007).

El efecto que provoca el Os en la vegetacion ha sido estudiado desde
hace méas de 20 afios en diferentes partes del mundo, utilizando
experimentos de campo y de laboratorio, asi como jardines comunes
controlados y camaras de crecimiento (Felzer, Cronin, Reilly, Melillo, & Wang,
2007). Dichos estudios han determinado que el Os entra a las células
vegetales a través de los estomas y provoca estrés metabodlico cuando
transita por el apoplasto, produciendo diferentes especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Tausz, Grulke, & Wieser, 2007; Fig. 2). Dependiendo de la
severidad del estrés, es posible detectar sintomas a simple vista. El dafio
producido por la contaminacion ha sido observado en diferentes especies
forestales en México (ej. Pinus hartewwi, P. leiophylla, P. montezumae y
Abies religiosa; Terrazas & Bernal-Salazar, 2002). En particular, el dafio en

los oyameles (A. religiosa (Kunth) Schlechtendahl et Chamisso) incluye una
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coloracion rojiza en la parte adaxial de las aciculas (Alvarado-Rosales &
Hernandez-Tejeda, 2002), disgregacion del parénquima esponjoso y un
cambio en la ubicacion de las vacuolas (Alvarez, Laguna, & Rosas, 1998).

Dado que existen diferencias en la severidad de los efectos
morfofisioldgicos asociados al dafio por Oz en A. religiosa, estas pueden ser
utilizadas para identificar individuos potencialmente tolerantes. Los arboles
identificados pueden utilizarse para detectar genes que estén implicados en
la tolerancia al Os mediante andlisis de expresion diferencial de genes (DGE).
Los mecanismos basicos que controlan la sefalizacion celular y la expresion
génica durante el estrés por ozono troposférico se han explorado en otras
especies de plantas con analisis transcriptdmicos. Los genes involucrados
estan principalmente asociados a la produccion de fenoles (Saviranta,
Julkunen-Tiitto, Oksanen, & Karjalainen, 2010) o estan relacionados con la
regulacion del flujo de Os a través de los poros estomaticos (Ludwikow &
Sadowski, 2008). Los genes asociados al metabolismo de aminoacidos y
fosfatos también han sido reportados y son de particular interés, ya que se
identificaron en experimentos controlados de exposicion a O3z (Lane et al.,
2016). Por ejemplo, en alamos (género Populus), los genes sobreregulados
estuvieron relacionados con categorias de sefalizacion y defensa, mientras
gue los subregulados incluyeron genes asociados a la fotosintesis y a la
obtencion de energia (Gupta et al., 2005).

Berrang, Karnosky y Bennett (1991) propusieron que puede existir un
potencial adaptativo a la respuesta ante la exposicion a Os. En su estudio
detectaron que arboles de areas mas contaminadas en los EE. UU. fueron
menos sensibles al O3 cuando se expusieron a altas concentraciones en
jardines comunes o campos ambientales. Antes, Steiner y Davis (1979) ya
habian reportado una respuesta similar en fresnos de diferentes
procedencias. Por otro lado, estudios de reforestacion en México con
individuos de A. religiosa de distintas procedencias encontraron diferencias
anatémicas entre poblaciones, pero estas no estuvieron asociadas con los
niveles de exposicion al Os. En concreto, en un jardin coman dentro del
Parque Nacional Desierto de los Leones se encontr0 que organismos
provenientes del este de la Faja Volcanica Transmexicana (i.e. Cofre de

Perote, Veracruz y La Soledad, Tlaxcala) presentaron menor indice de dafio
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foliar en comparacion con poblaciones del centro del pais (i.e. Milpa Alta,
CDMX y San Nicolas Coatepec, Edo. Mex.; Tejeda & Meza, 2015). Asi
mismo, con diferentes procedencias de pinos se han hecho estudios que
relacionan la tolerancia al estrés por O3z con altos niveles de heterocigosidad
(Staszak et al., 2004).

03 (ppbV) COMX 1x1km
2017/04/15 - 06:00:00 (UTC-0500)
ey S 5

03 (ppbV) COMX 1x1km
2017/04/15 -

” 205

19.75*N [

19 5N

NOM s

19.25°N

Figura 3. Direccion del viento y concentracion de O3 en la CDMX. (a)
Concentracion de O3z de ~50 ppb a las 6:00 am. (b) Concentraciéon de O3 de ~130
ppb a las 15:00 pm. Modificado de SEDEMA 2018. Los recuadros azules indican la
localizacion de Santa Rosa, Xochiac-Desierto de los Leones. La barra de la derecha
es una escala colorimétrica que va de las 10 ppb hasta las 250 ppb. NOM valores
limites de la NOM (<95 ppb). FI valores de activacion de la fase 1 de contingencia
ambiental (>155 ppb). FIl valores de activacion de la fase 2 de contingencia
ambiental (>205 ppb). El tamafio de la flecha indica la velocidad del viento, el vector
bajo la barra muestra 5 metros /segundo.

El declive de los bosques de A. religiosa en la periferia de la CDMX se
ha asociado al incremento del O3 desde la década de los 80 (de Bauer &
Hernandez-Tejeda, 2007), el cual se ha acelerado debido a la falta de manejo
forestal, la excesiva extraccion de agua (que también conlleva estrés por
sequia), el aumento de plagas (escarabajos barrenadores) e incendios
forestales (Alvarado R et al., 1993; Tovar, 1989). En el Desierto de los
Leones y sus comunidades aledafias en el suroeste de la CDMX se han
detectado poblaciones de oyamel particularmente dafiadas por el Os. Estos
sitios estan justo en la salida de los vientos contaminados que se originan en
el centro de la ciudad (SEMARNAT-CONACYT, 2006; Fig. 3), por lo que su
exposicion es mayor al de otros sitios alrededor de la ciudad (Alvarado-

Rosales et al., 2017). Ademas, hacia 1998 hubo un gran incendio en esta
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zona que redujo aun mas la cobertura del bosque (Claudio Zamora Callejas,

comunicacion personal; Fig. 4).

(a)

Figura 4. Sitio de colecta de individuos sanos y danados. (a) Cafiada cerca del
Desierto de los Leones por donde los contaminantes atmosféricos de la CDMX son
conducidos afectando el bosque de oyamel. (b) Sitio de colecta en Santa Rosa,
Xochiac-Desierto de los Leones, donde se observa la poca recuperaciéon del bosque
20 afos después del incendio. En este sitio abundan arboles jovenes con sefales
visibles de dafio por O3y la mortandad de los arboles reforestados es muy alta.

Los diferentes esfuerzos de reforestacion de los bosques de oyamel
en el Desierto de los Leones han sido muy variados y han incluido desde
especies no nativas, hasta la reforestacién con individuos de oyamel de
diferentes procedencias (Tejeda & Meza, 2015). En consecuencia, es comun
detectar en un mismo sitio individuos producto tanto de regeneracion natural
como de diferentes programas de reforestacion. En afios recientes se detecto
variacion en el nivel de dafio por Os entre individuos de una localidad
particularmente expuesta al Os, sugiriendo que existe variabilidad genética
relacionada a la tolerancia. Esta podria encontrarse bajo seleccion y conducir
a un proceso de adaptacion, pero dado los largos tiempos generacionales de
los oyameles y el grado de deterioro de los bosques, es necesario acelerar el
proceso mediante reforestaciones que aumenten la frecuencia de los
individuos con mayores posibilidades de sobrevivir. Para lograr esto, es
necesario identificar si las diferencias fenotipicas observadas efectivamente

tienen una base genética, y determinar si los individuos sanos son producto
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de la regeneracion natural del bosque o si provienen de germoplasma
introducido.

En este estudio comparamos arboles sanos y dafiados de la barranca
de la “Cruz de Coloxtitla”, una zona de exposicion en los Bienes Comunales
de Santa Rosa Xochiac, cerca del Desierto de los Leones. Esta localidad es
una de las mas expuestas al ozono troposférico proveniente de la CDMX
(Alvarado-Rosales et al.,, 2017). Los arboles sanos y dafiados fueron
comparados mediante andlisis histologicos, metabdlicos, gendémicos y
transcriptomicos para determinar diferencias estructurales en su tejido foliar,
contrastar la presencia y cantidad de terpenos, identificar su origen (i.e.
enddgeno por regeneracion natural o exdgeno por reforestacion), nivel de
heterocigosidad y observar expresion diferencial de genes candidatos. Estos
resultados son un primer paso para realizar estudios de evolucion urbana e
identificar germoplasma con mayor tolerancia a la contaminacion por Os. Esto
facilitara el establecimiento de programas de reforestacion mas eficaces en

los bosques que rodean la CDMX.

V. JUSTIFICACION

El ozono troposférico es un contaminante del aire que afecta los bosques en
las ciudades, lo que tiene consecuencias negativas sobre los servicios
ecosistémicos que proporcionan. Por ejemplo, los bosques de oyamel que
rodean la CDMX contribuyen a la captacién de agua, lo que es de suma
importancia para abastecer a la ciudad. Dado que estos se encuentran
deteriorados por el dafio por Os, existe un riesgo para el bienestar de la
poblacion en los afios venideros. Igualmente, en vista de que el Oz impide la
recuperacion de estos bosques (alta mortalidad de plantas jovenes), es
importante identificar fuentes de germoplasma tolerante a altas
concentraciones de Os para reforzar los planes de reforestacion en la
periferia de la CDMX.
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V. HIPOTESIS

Existe variabilidad genética asociada a la tolerancia al estrés por ozono

troposférico dentro de las poblaciones de oyamel.

VI.

OBJETIVOS

a. General

Evaluar si la tolerancia del oyamel (A. religiosa) a la exposicion al Os,

en un bosque periférico de la CDMX, tiene bases genéticas.

b. Particulares

Identificar genes candidatos a la tolerancia al O3 mediante un
analisis de expresion diferencial entre arboles sanos y dafiados
en una zona de alta exposicién en temporadas con niveles de
Os contrastantes (87ppb/170 ppb).

Identificar la procedencia de los individuos tolerantes al Os.
Evaluar si hay diferencias en los niveles de heterocigosidad
entre arboles sanos y dafiados.

Describir y comparar las diferencias anatomicas en arboles
sanos y dafados durante la temporada de contingencia
(170ppb).

Cuantificar la abundancia relativa de metabolitos secundarios
en arboles sanos y dafiados durante los dos afos/temporadas

arriba mencionados.
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VIl. MATERIAL Y METODOS

a. Obtencion de muestras biolégicas

(b)

41 km. 80 m.

Figura 5. Sitio de colecta de individuos de A. religiosa sanos y dafados en la
Comunidad de Santa Rosa Xochiac cerca del Desierto de los Leones en la
Ciudad de México. (a) La estrella azul indica la ubicacion del sitio de colecta
(contorno azul). (b) Distribucién de arboles sanos (S1-5) y dafiados (D1-5) en la

zona de estudio

El sitio de estudio se encuentra al suroeste de la CDMX, en la comunidad de
Santa Rosa Xochiac, cerca del Parque Nacional Desierto de los Leones
(19.285 N, -99.301 E; Fig. 5a). La colecta se realizé en aproximadamente 2
horas (13:30-15:30pm; Fig. 1c) en un area de 80x137m, cerca de la Cruz de
Coloxtitla.

En esta area se identificaron individuos jévenes (menos de 15 afios)
distribuidos de forma heterogénea (Fig. 5b). Se escogieron cinco plantas que
presentaban una clara coloracion rojiza en las aciculas cercanas al tronco,
indicio de dafio por Os, que hemos llamado arboles “dafados” de aqui en
adelante. En paralelo, se identificaron cinco individuos que no tenian dafio

visible, arboles “sanos” de aqui en adelante (Fig. 6a, ANEXO 1). Se

22

137 m.



colectaron aciculas en tres secciones de una misma rama, para un total de
seis ramas por individuo; estas secciones corresponden a los periodos de
crecimiento de los afios 2015, 2016 y 2017 (Fig. 6b-c). Las muestras fueron
tomadas en fechas con concentraciones de Oz contrastantes. Una
concentracion moderada de Os (15 abril 2017, 87 ppb), una intermedia (13-14
mayo 2017, 120-94 ppb) y una elevada (17 mayo 2017, 170 ppb) (Fig. 1b-c).
Los tejidos y temporadas de concentracion de Os utilizados para cada
analisis se detallan mas abajo. La concentracion de Os al momento de la
colecta se determiné a partir de la media de valores reportados entre las 13 a
las 15 h por la estacion PEDREGAL (PE), que es una de las estaciones de
monitoreo de la calidad del aire mas cercana al sitio de colecta que integra
parte del Sistema de Monitoreo Atmosférico (datos disponibles en:
http://www.aire.cdmx.gob.mx/default.php?opc=%27aKBhnml=%27&opcion=2Z

g==).
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Figura 6. Ejemplos de ramas de individuos de A. religiosa colectados. (a)
Apariencia de una rama de un individuo sano (S) y de otro dafiado (D). (b) Vista mas
cercana de una rama dafiada por Os. (c) Rama normal mostrando el crecimiento de
los tres afos estudiados.
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b. Determinar procedencias de muestras sanas y danadas por O3

Para rastrear la procedencia de los oyameles potencialmente tolerantes al O3
se genotiparon de tres a cinco individuos de 18 poblaciones de A. religiosa
distribuidas a lo largo de la Faja Volcanica Tansmexicana (Oeste-Este), junto
a los 10 individuos utilizados en este estudio (Santa Rosa Xochiac; Fig. 7),
con SNPs generados por el método GBS (Genotyping by sequencing). Las
muestras para GBS de los arboles de Santa Rosa Xochiac fueron colectadas
durante una concentraciéon moderada de Oz (120-94 ppb), e incluyeron hojas
de los tres afios de crecimiento (2015, 2016, 2017; Fig. 6 c); de tal forma que
cada muestra consisti6 en un pool de aciculas del mismo individuo en tres
afios de crecimiento. Las aciculas se colocaron en tubos crioviales, que
fueron sumergidos en nitrégeno liquido y se mantuvieron a -70°C hasta el
momento de la extraccion. Las muestras del resto de la distribucion de la
especie en la Faja Volcanica Transmexicana provienen de estudios previos
de nuestro grupo de trabajo (Aguirre-Planter, Furnier, & Eguiarte, 2000;
Jaramillo-Correa et al., 2008; Giles-Pérez, 2017; Arenas et al., en
preparacion; Fig. 7).

La extraccion de ADN se realizé con el QUIAGEN DNeasy® Plant Mini
Kit (cat. no. 69104), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se comprobo
la integridad del material extraido a través de una electroforesis en gel de
agarosa al 1% y se cuantific6 mediante Qubit™ V 3.0. Luego de ser
normalizado a una concentracion de 20-25 ng/uL, el ADN se envio a
secuenciar en la plataforma de andlisis gendémicos del Institut de Biologie
Intégrative et des Systemes, Université Laval, Québec, Canada. Alli se
prepararon las librerias con el protocolo de Poland & Rife (2012) utilizando
las enzimas de restriccion Mspl (C|CGG) y Pstl (TGCA|G), y el Pippin prep
(SAGE sciences) para seleccionar el tamafo de los fragmentos antes de su
amplificacion por PCR, lo cual nos permiti6 obtener reads de ~100pb. La
secuenciacion se realiz6 en una linea de lllumina HiSeq2500 1x100.

La calidad de las lecturas se corrobor6 a través del software FastQC,
antes y después del demultiplexeo vy filtrado de calidad. EI demultiplexeo,

filtrado de calidad e identificacion de SNPs se realizaron utilizando el software
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ipyrad (Eaton, 2014). Luego se hizo un ensamble laxo de estas secuencias
(mindepth_statistical 8, mindepth_majrule 100000, clust_threshold 0.9;
ANEXO 6) que permitié obtener el mismo ID para cada secuencia en todas
las muestras, esto con fines de comparacion con otras poblaciones de
oyamel. Para optimizar la identificacion de variantes, se explord previamente
el efecto de modificar algunos parametros de acuerdo a las recomendaciones
de Mastretta-Yanes et al. (2015). Brevemente, se realizaron varios
ensambles con los diferentes parametros utilizando un subconjunto de 30
muestras duplicadas. Para cada ensamble se evalué el error de genotipado y
la cantidad de loci e individuos recuperados (Giles et al., en preparacion).
Finalmente, se realizé un segundo filtro considerando 3-5 individuos de las 19
poblaciones distribuidas a lo largo de la FVTM (Fig. 7). Este segundo filtro se
hizo con VCFTools v0.1.16 (Danecek et al., 2011) manteniendo los genotipos
gue se recuperaran para al menos 90% de los individuos y que contaran con
una frecuencia de alelos menores (MAF) superior a 0.05. Luego, con
PLINK1.9 (Purcell et al., 2007), se examin0 la cantidad de datos faltantes
(missing data) y se eliminaron los individuos para los cuales mas de 10% de
los SNPs no pudieran ser genotipados. En aquellos casos en donde se
presentaron multiples SNPs dentro de un mismo locus, se conservo aquel
gue tuvo los valores mas altos de MAF.

Con los datos finales se realizé una prueba de Mantel para comprobar
si existe una correlacion entre la distancia geografica y la divergencia
genética utilizando las paqueterias geosphera (Hijmans, Williams, & Vennes,
2011), SNPRelate (Zheng et al., 2012) y vegan (Oksanen et al., 2007) en
Rstudio. Para esto se utilizo la distancia genética Fst a partir del estimador de
Weir & Cockerham (1984).

Posteriormente, se calculd la relacién de parentesco entre individuos
para cada una de las poblaciones utilizando PLINK1.9. Este analisis indico
gue dos individuos dafiados de la poblacién de Santa Rosa Xochiac estaban
altamente relacionados (ANEXO 7). Dado que un parentesco muy alto en la
muestra puede alterar la estructura genética (Sethuraman, 2018), se decidié
descartar una de estas dos muestras de manera aleatoria para los analisis

subsecuentes.
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Figura 7. Distribuciéon de las poblaciones de A. religiosa en la Faja Volcanica
Transmexicana. (a) Mapa de Meéxico dividido de acuerdo con sus regiones
biogeograficas CONABIO, 1997. (b) Distribucion de las 19 poblaciones de A.
religiosa consideradas para determinar la procedencia de individuos sanos y
dafiados colectadas en Santa Rosa Xochiac (triangulo rosa). En azul se sefala la
Faja Volcanica Transmexicana (FVTM).

Asi mismo, se realizd un andlisis de componentes principales (PCA)
para determinar la estructura genética a partir de 1,550 SNPs utilizando
SNPRelate (Fig. 13a). El software ADMIXTURE v 1.3.0 (Alexander,
Novembre, & Lange, 2009) también se empled para inferir el nimero de
grupos genéticos en las poblaciones. Finalmente, se calcularon los valores de
heterocigosidad por individuo con VCFTools v0.1.16, para determinar si

existian diferencias significativas entre arboles sanos y dafiados.

c. Anadlisis de expresion diferencial: Mapeo y anotacién funcional

del transcriptoma.

Las aciculas se separaron por individuo y afio de crecimiento (2015, 2016 y
2017) en tubos crioviales. Estos se sumergieron en nitrégeno liquido y se
mantuvieron a -70°C. Las aciculas utilizadas para evaluar el patron de
expresion diferencial durante las temporadas con niveles de Os mas
contrastantes (87ppb y 170 ppb) fueron las secciones de crecimiento de los
afios 2015 y 2016. Las aciculas del 2017 se omitieron de los analisis de

expresion diferencial para evitar sesgos de expresion por genes asociados al
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crecimiento foliar y a la ruptura de yemas que estaban ocurriendo durante las
fechas del muestreo.

La extraccion de ARN se realiz6 con el kit Spectrum RNA Plant™ (cat.
nos. STRN50, SIGMA) a partir de 40-45 mg de tejido vegetal, para cada
concentracion de Oz y periodo de crecimiento foliar por arbol (34 muestras en
total; ANEXO 2). Se evalu6 la integridad del ARN a través de una
electroforesis en gel de agarosa al 1%; su concentracién se cuantificd con
Qubit™ RNA (Invitrogen). EI ARN de los afios de crecimiento 2015 y 2016 se
mezclaron en cantidades equimolares (600 ng totales) en un sélo tubo por
individuo. Posteriormente se determind la calidad y pureza del ARN de
acuerdo a la proporcion 260/280 y 260/230, respectivamente, por medio de
un NanoDrop (Fotometro ultradiferencial) y se desecaron con el kit RNAstable
(Stevenson, Wang, Muller, & Edelman, 2015). Las 18 muestras resultantes
(ANEXO 2) se utilizaron para construir librerias en la University of Berkeley,
EEUU, donde se enriquecié el mMARN mediante captura de ARN poliadenilado
(polyA-capture). Los fragmentos de ADNCc fueron retrotranscritos a partir de
este mMARN y se secuenciaron en una linea de secuenciacion Hi-Seq 4000
150PE (ANEXO 3).

El demultiplexeo de las secuencias resultantes fue realizado por el
servicio de secuenciacion. La calidad de las secuencias recibidas se reviso
con FastQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc) para
luego descartar los adaptadores y secuencias de baja calidad utilizando
Trimmomatic (Bolger, Lohse, & Usadel, 2014) con los parametros: -phred33,
ILLUMINACLIP:  TruSeq3-PE-2.fa:2:30:10, LEADING:3, TRAILING:3,
SLIDINGWINDOW:10 MINLEN:50. Las secuencias filtradas fueron revisadas
de nuevo con el software FastQC para corroborar su calidad.

Las secuencias retenidas se mapearon contra un transcriptoma de
referencia (A. balsamea; Prunier et al., en preparacién. Ver Bioproject
PRJINA437248 en Genbank) con el software BWA-MEM (H. Li & Durbin,
2009). El transcriptoma de referencia tiene un total de 46,178 genes anotados
y secuenciados para cinco tejidos diferentes. Una vez mapeados Yy
ensamblados, la abundancia de los transcritos se cuantific6 mediante el
conteo de las lecturas mapeadas para cada gen por individuo (ANEXO 4)

para luego continuar con varios analisis de expresion diferencial
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considerando los siguientes contrastes: (1) individuos sanos vs dafiados en
una temporada de muy alta concentracion (170 ppb), (2) individuos sanos en
una temporada de moderada concentracion (87ppb) vs muy alta
concentracion (170ppb) y (3) individuos dafados en una temporada de
moderada concentracion (87ppb) vs muy alta concentracién (170ppb; ANEXO
5).

Los analisis de expresion diferencial se realizaron con los paquetes de R
(R Core Team, 2013) DESeq2 (Love, Huber, & Anders, 2014) y edgeR
(Robinson, McCarthy, & Smyth, 2010). Se consideraron como
diferencialmente expresados aquellos transcritos cuyo valor de p fuera menor
a 0.005 después de una correccion FDR para falsos positivos (Benjamini et
al., 2001). Dado que es dificil determinar qué paquete utiliza el mejor criterio
a la hora de estimar las dispersiones o normalizar las lecturas, los resultados
de ambos fueron comparados y se descartaron aquellos genes detectados
por solo uno de los métodos. La anotacién funcional de la familia de proteinas
de plantas a la que pertenecian los transcritos retenidos se obtuvo a partir de
la seleccion del marco de lectura mas probable (Pfam; Prunier et al., en
preparacién). Finalmente, las proteinas se asignaron a rutas metabdlicas y se
anot6 su funcién utilizando KOALA (KEGG Orthology And Links Annotation;
Kanehisa, Sato, & Morishima, 2016). Pfam es una base de datos con familias
de proteinas generadas a partir de las diferentes combinaciones de dominios
de proteinas; KOALA es una herramienta de anotacion a partir del
alineamiento de genes en la base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of

Genes and Genomes).

d. Diferencias anatomicas.

Se compararon secciones histologicas de hojas entre arboles sanos y
dafiados, considerando muestras para los Ultimos tres afios de crecimiento
(2015, 2016 y 2017; Fig. 6¢) tomadas durante la temporada de alta
concentracion de Os (170ppb). Las aciculas se colectaron en agua destilada
y fueron llevadas al laboratorio para procesarse de acuerdo con Sandoval et
al., (2005). Luego de ser seccionadas manualmente con bisturi (7-10 mm

aproximadamente), estas se sumergieron por una noche en una solucion
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fijadora compuesta por etanol 50%, formaldehido 10%, agua bidestilada 35%
y acido acético glacial 5% (FAA). Posteriormente se lavaron con agua
destilada y se deshidrataron en un tren con diferentes concentraciones de
alcohol terbutilico (ANEXO 8a). Una vez deshidratadas, se infiltraron poco a
poco con 12-15 escamas de Paraplast™ cada 30 min., dentro de una estufa
a 58°C hasta duplicar el volumen de alcohol terbutilico. Posteriormente, se
almacenaron a 56°C durante 3 semanas y se elaboraron bloques sdélidos con
el mismo medio (cubos de inclusion) a partir de los cuales se obtuvieron
secciones transversales con un micrétomo de rotacidbn (American Optical
820;12um). Se obtuvieron 10-15 laminillas de seciones para cada muestra,
con las que se determind la estructura celular y la presencia de cristales de
oxalato de calcio. La tincion utilizada se estandarizd previamente para
muestras de oyamel (ANEXO 8b). El tren de tincion comenzd con la
hidratacion de las muestras, para después tefiirlas con safranina; luego de su
posterior deshidratacién, estas se tifieron con verde rapido. Una vez
preparadas, las laminillas se limpiaron, se protegieron con resina y se
secaron durante 15 dias en una estufa a 56°C. Se utilizaron las mismas
laminillas bajo la incidencia de luz polarizada para detectar cristales de
oxalato de calcio y observar zonas previamente reportadas como sensibles al
dano por Os (Fig. 8). Todas las fotografias se tomaron con un fotomicroscopio
Axioskope Car Zeiss (con los objetivos 10x, 20x y 40x). Posteriormente, para
cada muestra, se compararon dafios a nivel tisular utilizando como referencia
la descripcion anatomica del dafio por Os en A. religiosa (Alvarez et al.,
1998).

Parénquima Parénquima
. . empalizada esponjosa
Epidermis

Cuticula

Q‘ﬂl"“‘-‘-‘-‘-‘.‘-‘
S

] e
& "

Hipodermis

Xilema y
Floema

Figura 8. Representacion esquematica de una secciéon transversal de una
acicula de A. religiosa indicando las regiones examinadas en este estudio.
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a. Deteccion de metabolitos

Para cuantificar la abundancia relativa de metabolitos secundarios en arboles
sanos y dafados, se utilizaron las muestras colectadas a 87ppb y 170 ppb,
tomando muestras de los afos de crecimiento 2015 y 2016 (Fig. 6¢). Igual,
gue para el transcriptoma, no se utilizaron las aciculas del afio 2017 para
evitar sesgos producidos por el crecimiento del afio en curso.

Para la extraccién de metabolitos, se pesaron 80-95 mg de tejido para
cada muestra. Estos se maceraron con 1 mL de diclorometano, para luego
recuperar el macerado en un tubo de 2mL después de agregar nuevamente
1mL de diclorometano. Este se centrifugd por 1 min a 14 000 rpm, para
recuperar el sobrenadante, mismo que se seco con aire comprimido. Una vez
seco, se le agregaron 450 pl de diclorometano y 50 ul de 1-isopropilfenol
como standard (1mg/mL). Luego de homogeneizar la solucion, se inyectaron
2 ul de esta en un cromatografo de gases con inyector Split/splitless (Agilent
Technolologies 6850 Network GC System) acoplado a un espectrémetro de
masas (5975C VL MSD with Triple-Axis Detector) y una columna capilar
xilano (Quadrex) 30m*0.25mm*0.25um. La temperatura utilizada para el
inyector fue de 230°C, y este se puso en modo splitness (3 min). El programa
de separacion fue el siguiente: temperatura inicial 70°C por 2 min,
incrementandose hasta 230°C a una velocidad de 20°C/min y manteniéndose
durante 5 min. El gas acarreador fue helio, el cual se inyect6 a una velocidad
de 1mL/min; la temperatura de la linea de transferencia fue de 280°C, la de la
fuente de ionizacién de 230°C y la del analizador cuadrupolar de 150°C. Los
andlisis se realizaron por impacto electrénico a 70eV; se utilizé el modo de
barrido total del espectro (SCAN por sus siglas en inglés). La presencia de
cada pico (asociada a un metabolito especifico) se validé de acuerdo con el
tiempo de retencion y su espectro de masas utilizando la libreria NIST
(National Institute of Standards and Technology). Se descartaron aquellos
metabolitos que (i) no cumplieran con al menos 80% de probabilidad de
identificacion, (ii) no tuvieran patrones similares de fragmentacién o tiempos
de retencion (TR) y (iii) no estuvieran presentes en al menos el 30% de las
muestras totales (ANEXO 12). Considerando los metabolitos que cumplieron

los filtros se hizo una comparacién de medias y se calculé su abundancia
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relativa por cada 100gr de tejido (ANEXO 13). A continuacion, se realiz6 un
ANOVA de 3 vias para determinar los metabolitos asociados a la
temporalidad (temporada alta y baja de Os), condicion (sano, dafiado) y afio
de exposicion (2015, 2016). Finalmente, se hizo la correlacion entre
metabolitos y se realiz6 un PCA a partir de aquellos metabolitos que no

estuvieran altamente correlacionados.

VIII.RESULTADOS

A. Determinar procedencias de muestras sanas y dafhadas por Os

A partir del ensamble de novo, los filtros missing data, MAF y >1 SNP por
locus para las 89 muestras de oyamel distribuidas a lo largo de la FVTM se
obtuvieron 1,785 SNPS. La prueba de Mantel entre las distancias geograficas
y las distancias genéticas de las 19 poblaciones mostré6 una correlacién
positiva y significativa, que muestra un patron de aislamiento por distancia
para A. religiosa (R = 0.8318, p <0.001; ANEXO 7).

El analisis de parentesco (ANEXO 8), determiné que dos individuos
dafados estaban altamente relacionados (D1 y D2; Fig. 5b). Por lo cual, se
descartd uno de ellos antes de efectuar los analisis de estructura génica (D2;
Fig. 5b). Después de aplicar los filtros correspondientes (ver métodos) y
descartando al arbol altamente relacionado, se obtuvieron 1,550 SNPs en 88
individuos. ElI PCA y el andlisis de ancestria indican que las poblaciones de la
Sierra de Manantlan y del Nevado de Colima se agrupan y son
genéticamente diferentes del resto de poblaciones (Fig. 10a-11). Por otro
lado, en las 17 poblaciones restantes presentan un gradiente este-oeste en la
estructura poblacional asociada a su distribucion geogréafica (Fig. 11; arriba
Volcan Tancitaro y abajo Cofre de Perote; oeste Volcan Tancitaro, Puerta

Garnica, San Andrés; este Tlaxco, Volcan Atlitzin y Cofre de Perote).
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Figura 11. Agrupamiento genético de A. religiosa determinado con admixture
presuponiendo de 2 a 5 grupos genéticos (k) diferentes. Las poblaciones se
encuentran ordenadas de oeste a este de la FVTM. Las muestras del sitio de estudio
se encuentran resaltadas en rojo (dafiadas) y verde (sanas).



Entre las procedencias claramente diferenciadas estan Cofre de
Perote y Nevado de Colima (Fig. 10a-11), sitios de los cuales proceden
algunas reforestaciones implementadas en nuestro sitio de estudio. Sin
embargo, los individuos sanos y dafiados evaluados en la comunidad de
Santa Rosa Xochiac se agruparon junto a las poblaciones provenientes del
centro de la FVTM (Nevado de Toluca y Ajusco; Fig. 10b-11). Asi mismo, los
individuos sanos y dafiados por Os mostraron valores similares de
heterocigosidad (P=0.18; Cuadro 6).

Cuadro 6. Valores de heterocigosidad esperada obtenidos con 1550 SNPs en
arboles sanos y dainados por ozono troposférico en Santa Rosa Xochiac.

Individuo He
SANO_01 0.712
SANO_02 0.713
SANO_03 0.706
SANO_04 0.733
SANO_05 0.741
DANADO_01 0.746
DANADO_02 0.733
DANADO 03 0.722
DANADO_04 0.725
DANADO 05 0.740

B. Analisis de expresion diferencial. Mapeo y anotacion funcional del

transcriptoma.

Como resultado de la secuenciacion de RNA, y después del proceso de
filtrado por calidad, se obtuvieron 605,147,387 lecturas para las 18 muestras,
con un promedio de 33,619,299 lecturas por muestra (ANEXO 3). El
porcentaje de mapeo al transcriptoma de referencia oscilé entre 84.5 a 96.7%
por muestra. Tanto el numero especifico de lecturas, como el porcentaje de
mapeo por individuo y condicion pueden consultarse en los ANEXOS 3-4.
Con estos datos se comparé la expresion diferencial en individuos
sanos y dafiados durante la temporada de contingencia (170 ppb). La
comparacion arrojo siete genes candidatos expresados diferencialmente
(Cuadro 1), mismos que se identificaron simultaneamente por los métodos

DESeq2 y EdgeR (Fig. 9a). Sin embargo, de manera independiente cada
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método detectd 15 y 13 genes, respectivamente (Fig. 9a, Cuadros 2-3). De
manera independiente, se comparo la expresion diferencial de los arboles
sanos y dafiados durante las fechas con concentraciones de Oz contrastantes
(87ppb y 170 ppb). Esta permitié detectar un gen expresado diferencialmente
para los arboles sanos (Fig. 9b, Cuadro 4) y nueve para los dafiados (Fig. 9c,
Cuadro 5). Sin embargo, al evaluar los arboles sanos por separado, se
detectaron 23 genes DEG utilizando DESeq2 y ninguno con EdgeR (Fig. 9b).
Mientras que, al comparar los arboles dafiados por separado, se obtuvieron
36 genes con DESeqg2 y dos con edgeR (Fig. 9c).

A continuacion, para las tres comparaciones se anot6 la familia de
proteinas a la que pertenecia cada gen (Pfam y KOALA; Cuadros 1-5), asi
como la funcién y ruta metabdlica asociada (KOALA; Cuadros 1-5). De los
siete genes detectados inicialmente por ambos métodos entre individuos
sanos y dafados, cuatro proteinas (Chitinase class |, Protein tyrosine kinase,
Nodulin-like y Legume lectin domain protein tyrosine kinase) pudieron ser
anotadas (Cuadro 1). Por otro lado, el Unico gen con expresion diferencial
entre las fechas con concentraciones de Os contrastantes se relaciona con la
proteina CCT motif B-box zinc finger (Cuadro 4). Mientras que para los nueve
genes expresados diferencialmente en individuos dafiados se encontraron
asociadas seis proteinas (Xyloglucan endotransglycosylase (XET) C-
terminus, UDP-glucoronosyl and UDP-glucosyl, Linker histone H1 and H5
family, Metallothionein, Centromere kinetochore component CENP-T histone
fold y Phosphate-induced protein 1 conserved regién; Cuadro 5).

De acuerdo con el analisis KOALA, las rutas metabdlicas en las que
estan implicados los genes con expresion diferencial entre los individuos
sanos y dafiados expuestos a 170ppb (contingencia ambiental) son la via de
carbohidratos (gen AB_036475_T.1; Cuadro 1) y la de sefalizacion que
implica la participacion de las MAPK (AB_035458_T.1 y AB_029334_T.1;
Cuadro 1).
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Figura 9. Comparacion del numero genes expresados diferencialmente en
arboles sanos y dafados durante la exposicion a diferentes niveles de Os. (a)
Expresion diferencial de genes comparando individuos sanos (marco verde) y
dafiados (marco rojo) durante la temporada de contingencia (170ppb). (b) Expresion
diferencial de genes comparando individuos sanos en fechas con concentraciones
de ozono contrastantes. (c¢) Expresion diferencial de genes comparando individuos
dafiados en fechas con concentraciones de ozono contrastantes. El marco verde y
rojo diferencia arboles sanos y dafados, respectivamente. EI mufieco con mascara
representa la contingencia ambiental (170 ppb) y el mufieco con baculo la Semana
Santa (periodo vacacional en México) con moderada concentracion de O3 (87 ppb).
Los diagramas de Venn muestran en color azul los genes detectados Unicamente
con DESeq2, en color rosa los detectados por edgeR y en morado los genes
compartidos por ambos métodos.
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Cuadro 1. Genes expresados diferencialmente (detectados utilizando edgeR y

DESeq2) entre

individuos sanos y dafados durante

la temporada de

contingencia (170ppb). Se muestran genes identificados tanto por edgeR como por
DESeq2. Anotacion del gen utilizando la base de datos de familias de proteinas
(Pfam) y la anotacion KOALA. Se resaltan en negritas las proteinas con funcion

reportada en KOALA y estudios previos.

ID Locus

Nombre de la

proteina en la base

de datos Pfam

Nombre de la
proteina con el
analisis KOALA

Funcién reportada en
estudios previos

AB_045531_T.1

AB_036475_T.1

AB_035458_T.1

AB_029013_T.1

AB_015092_T.1

AB_029334_T.1

AB_ 018867 T.1

Sin anotacion

Chitinase class |

Protein tyrosine
kinase

Sin anotacion

Nodulin-like

Legume lectin
domain
Protein tyrosine
kinase

Sin anotacién

Hypothetical protein

Chitinase 4-like

Probable LRR
receptor-like
serine/threonine-
protein kinase
At1g56140

Hypothetical protein

Protein NUCLEAR
FUSION
DEFECTIVE 4-like

Probable L-type
lectin-domain
containing
receptor
S.5

kinase

Sin anotacion

Sin funcién reportada

Proteina quinasa. Se
encuentran sobre
expresadas en
condiciones de estrés
biético y abidtico
(Kasprzewska, 2003).

Relacionada con
receptores LRR
(receptor-like
serine/threonine-
protein kinase)
responsables del
cierre de los estomas
provocado por la
presencia del Oz en la
via apoplastica en A.
thaliana (Sierla et al.,
2018).

Sin funcion reportada

Proteina
transmembranal
involucrada en el
transporte de
nutrientes para el

desarrollo de la planta.
Receptor con un
dominio lectina (L-type
lectin-domain

containing receptor
kinase) asociado a
senales de
transduccioén ante
estrés biético y
abiodtico (Gilardoni,
Hettenhausen,

Baldwin, &
Bonaventure, 2011;
Nishiguchi, Yoshida,

Sumizono, & Tazaki,
2002).

Sin funcién reportada
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Cuadro 2. Genes expresados diferencialmente (detectados utilizando edgeR)
entre individuos sanos y dafados durante la temporada de contingencia
(170ppb). Se muestran genes identificados con edgeR. Anotacion del gen utilizando
la la base de datos de familias de proteinas (Pfam) y la anotacion KOALA. Se
resaltan en negritas las proteinas con funcion reportada en KOALA y estudios
previos.

ID Locus

Nombre de la
proteina en
Pfam

Nombre de la
proteina en
KOALA

Funcidn reportada en
estudios previos

AB_000588_T.1

AB_038616_T.1

AB_005940_T.1

AB_045013 T.1
AB_014935_T.1

AB_039085_T.1

AB_033107_T.1

AB_030539_T.1

AB_044701_T.1

AB_030270_T.1

AB_041872_T.1

AB_027705_T.1

AB_016376_T.1

Sin anotacion

Sin anotacion

NAD
dependent

Sin anotacion
BURP domain

Protein
tyrosine
kinase
Kinase-like
Sin anotacion

Sin anotacion

Sin anotacion

Sin anotacion

Sin anotacion

Sin anotacion

Phosphopant
etheine
attachment
site

cytochrome P450

LRR receptor-like
serine/threonine-
protein kinase

dihydroflavonol 4-
reductase

Sin anotacion

polygalacturonase
non-catalytic
subunit AroGP2-
like
serine/threonine-
protein kinase
BLUS1-like

Sin anotacion

Sin anotacion

Sin anotacion

Sin anotacion

hypothetical protein

Sin anotacion

Acyl carrier
protein 1,
chloroplastic-like

Sobreregulado en plantas de
arroz tratadas con Niquel y Os
(Tammam, Badr, Abou-Zeid,
Hassan, & Bader, 2019).

Relacionada con receptores
LRR (receptor-like
serine/threonine-protein kinase)
responsables del cierre de los

estomas provocado por la
presencia del Os en la via
apoplastica en A. thaliana

(Sierla et al., 2018).

Gen clave para la sintesis de
antocianinas que funcionan
como antioxidantes, la cual
esta sobreexpresada en arroz
tolerante a estrés abiédtico
(H202; Takahashi et al., 2006).
Sin Funcién

Involucrado en la degradacién
de la pectina y la
hemicelulosa ante el estrés
abiotico (Le Gall et al., 2015).
Relacionado con receptores
LRR (Sierla et al., 2018).

Sin Funcién
Sin Funcién
Sin Funcién
Sin Funcién
Sin Funcién
Sin Funcién

Importante para la
composicion de acidos
grasos en las hojas de las
plantas (Branen, Chiou, &
Engeseth, 2001).

38



Cuadro 3. Genes expresados diferencialmente (detectados utilizando DESeq2)
entre individuos sanos y dafados durante la temporada de contingencia
(170ppb). Se muestran genes identificados con Deseq2. Anotacién del gen
utilizando la base de datos de familias de proteinas (Pfam) y la anotacién KOALA.
Se resaltan en negritas las proteinas con funcion reportada en KOALA y estudios

previos.

ID Locus

Nombre de la proteina en

Nombre de la

Funcion

Pfam proteina en reportada en
KOALA estudios previos
AB_011671_T.1 Response_reg:Response HK5-1; Sin Funcién
regulator receiver hypothetical
domain protein
AB_008969 T.1 DUF1677: Protein of Sin anotacién Sin Funcién
unknown function
(DUF1677)

AB_001118_T.1

AB_007841_T.1

AB_023831_T.1

AB_024445 T.1
AB_020879_T.1

AB_012934_T.1

AB_028111 T.1

AB_030901_T.1

AB_028564 T.1

HMA:Heavy-metal-
associated domain

Methyltransf_16:Lysine
methyltransferase

BAG:BAG domain
1Q:1Q calmodulin-binding
motif

Sin anotacion

Sin anotacion
FeThRed_A:Ferredoxin
thioredoxin reductase
variable alpha chain

Sin anotacion

Sin anotacion

Sin anotacion

Heavy metal-
associated
isoprenylated
plant protein 43-

like

Protein  N-lysine
methyltransferase
METTL21A
isoform X1

BAG family
molecular

chaperone
regulator 6

Sin anotacion

Hypothetical

protein

Ferredoxin-
thioredoxin
reductase,
variable chain,
chloroplastic

Sin anotacion

Sin anotacion

MAP kinase-
activated  protein
kinase 2 isoform X1

Importante en la
respuesta de las

plantas a
cambios
ambientales (de
Abreu-Neto,
Turchetto-Zolet,
de Oliveira,
Zanettini, &
Margis-Pinheiro,
2013).

Activado por

estresores como
O3 y hongos en
pinos (Chiron et
al., 2000).

Asociado a
respuestas a
estrés y la
regulacion de la
muerte celular
(Kabbage &
Dickman, 2008).
Sin Funcién

Sin Funcién

Regulador de
reacciones

redox (Balmer et
al., 2006).

Sin Funcién
Sin Funcién
Involucrado en la
sefializacion
MAPK  (Samuel,
Miles, & Ellis,
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2005).

AB_014823_T.1 Sin anotacién Sin anotacion Sin Funcién
AB 021803 T.1 Sin anotacion Sin anotacién Sin Funcién
AB_030731_T.1 Sin anotacién Sin anotacién Sin Funcién

Cuadro 4. Genes expresados diferencialmente (detectados utilizando edgeR y
DESeq2) entre individuos sanos en fechas con concentraciones de ozono
contrastantes (87ppb/170ppb). Se muestran genes identificados tanto por edgeR
como por DESeq2. Anotacion del gen utilizando la base de datos de familias de
proteinas (Pfam) y la anotacion KOALA. Se resaltan en negritas las proteinas con
funcion reportada en KOALA y estudios previos.

ID Locus Nombre de la Nombre de la proteina en Funcion reportada
proteina en Pfam KOALA en estudios
previos

AB_043005_T.1 CCT motif

El dominio CCT participa

Zinc finger protein

B-box zinc finger en la transduccion de CONSTANS-LIKE
sefiales. 16 (refs de los
La proteina zf-B esta estudios previos;
involucrada en la en todos los casos
ubiquitinacion y con que no se
factores de transcripcion, presenta)

ribunucleoproteinas

y

proto-oncoproteinas.  Asi,
como en la respuesta a
estrés abiobtico/bidtico

Cuadro 5. Genes expresados diferencialmente (utilizando edgeR y DESeq2)
entre individuos danados en fechas con concentraciones de ozono
contrastantes (87ppb/170ppb). Se muestran genes identificados tanto por edgeR
como por DESeq2. Anotacion del gen utilizando la base de datos de familias de
proteinas (Pfam) y la anotacion KOALA. Se resaltan en negritas las proteinas con

funcién reportada en KOALA y estudios previos.

ID Locus Nombre de la Nombre de la Funcién reportada en
proteina en Pfam proteina en estudios previos
KOALA
AB_023740_T.1 Xyloglucan Xyloglucan Se ve afectado en estrés
endotransglycosyl endotransglucos abiético severo y altera
ase (XET) C- ylase/hydrolase directamente la
terminus protein 7 composicion de la pared
celular (Le Gall et al.,
2015).

AB 016383 T.1 Sin anotacién Transcription

factor

AB_008838_T.1 UDP-glucoronosyl 7-
and UDP-glucosyl = deoxyloganetin
glucosyltransfer

ase-like

Podria estar involucrado en
la  regulacion de la
transcripcion.

Sin Funcién
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AB_015079_T.1

AB_021908_T.1

AB_012029_T.1

AB_001427_T.1

AB_000936_T.1

AB_022154 T.1

Linker histone H1

and H5 family

Metallothionein

Centromere
kinetochore

component CENP-

T histone fold

Sin anotacion

Phosphate-

induced protein 1

conserved region

Sin anotacion

Histone H1-like

Metallothionein-
like protein 2

Histone H4-like

7-deoxyloganetin
glucosyltransferas
e

Protein
EXORDIUM-like
2

Hypothetical
protein

Regulan la expresion
génica bajo condiciones
de estrés abiotico en maiz,

a través de la
modificacion en sus sitios
de lisina .

Ha sido reportado en

tejidos senescentes y se
ha propuesto como un
mecanismo para eliminar
ROS (Chen et al., 2003).

Regulan la expresion
génica bajo condiciones
de estrés abiotico en maiz,

a través de la
modificacion en sus sitios
de lisina.

Sin Funcién

Promueve el crecimiento
durante una baja
disponibilidad de carbono
en A. thaliana (Schroder,
Lisso, & Mussig, 2011).

Sin Funcién

41



C. Diferencias anatomicas

Se encontraron diferencias en el dafio a nivel tisular: (i) entre arboles sanos y
dafados; y (ii) entre afios de crecimiento para un mismo grupo de arboles
(Fig. 12-13, ANEXO 10-11). Ninguna de estas diferencias incluyd la
estructura de los canales resiniferos ni del tejido vascular (CR y X-F; Fig. 12-
13); ambas fueron muy similares entre individuos sanos y dafados a lo largo
de los afios de exposicion (2015, 2016 y 2017).

Las aciculas de individuos dafiados presentan un colapso celular mas
acentuado que las de los individuos sanos, principalmente en el parénquima
en empalizada (PEm; Figura 12-13). De igual manera se aprecia un ligero
dafio en el parénquima esponjoso (PEs; Fig. 12-13), asi como un
engrosamiento de la epidermis en los individuos dafiados con respecto a los
sanos (Ep; Figura 12-13).

Por otro lado, los individuos sanos mostraron una mayor acumulacion
de cristales de oxalato durante los afios anteriores al estudio (2015-2016) que
los dafiados (Fig. 14). Mientras que, durante el afio de estudio, y coincidiendo
con la apertura de las yemas (2017), no hubo diferencias entre los individuos
estudiados (2017; Fig. 14).

Las secciones también muestran un incremento en el deterioro celular
de los individuos dafiados a lo largo de los afios de crecimiento (Fig. 13). Las
células de las aciculas del afio de estudio (2017) estan menos deterioradas
qgue las del primer afio de exposicion (2016), las que a su vez estan mas
dafadas que las del segundo afio de exposicion (2015). El dafio celular
culmina en la muerte y caida de las aciculas en individuos dafiados tras 3
afios de exposicion. Ninguno de los individuos dafiados en este estudio
present6 aciculas de méas de tres afios. Los individuos sanos, por otro lado,
solo mostraron un leve grado de colapso celular en el primer afio de
exposicion (2016; Fig. 13), el cual parece recuperarse durante el segundo
afo de exposicion (2015; Fig.13).
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Figura 12. Parte distal de secciones transversales de aciculas de tres edades
distintas (representando tres afios de exposicion) en oyameles (A. religiosa)
sanos y danados por exposicion a Os. PEm Parénquima empalizada, PEs
Parénquima esponjoso, CR canal resinifero, Ep Epidermis. Se aprecia un colapso
celular en el PEm y engrosamiento de la Ep. Los CR no muestran diferencias a
simple vista.
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Figura 13. Parte central de las mismas secciones mostrados en la Fig. 12. PEm
Parénquima empalizada, PEs Parénquima esponjoso, X-F Xilema y Floema. El PEs
y X-F se mantienen similares entre los individuos sanos y dafados.
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Figura 14. Coloracion para observar cristales de oxalato en cortes
transversales de aciculas de tres edades distintas (representando tres afos de
exposicion) en oyameles (A. religiosa) sanos y danados por exposicion a Os.
Los cristales se muestran como coloracion azul y morado brillante. PEs Parénquima
esponjoso. El PEs de los individuos sanos muestra una mayor presencia de cristales
de oxalato de calcio que de los individuos dafados.
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D. Deteccion de metabolitos

Se obtuvieron mas de 100 metabolitos diferentes luego de 15 minutos de
analisis en el GC-SM para las 40 muestras estudiadas, con una media de
~25 metabolitos por muestra (ANEXO 12). De estos solo se conservaron
ocho después de aplicar los filtros de exclusion y de eliminar sinonimias
(ANEXO 13). La mayoria de estos contenian sesquiterpenos (Cis; L-a-
Acetato de Bornilo, Oxido de R-Cariofileno, a-Cariofileno, R-Cubebeno, a-
Cubebeno, &-Cadineno y a-Muuroleno), aunque también se identificaron
algunos monoterpenos (Cio; B-Pineno). Los compuestos méas abundantes
fueron R-Pineno, Oxido de R-Cariofileno, 8-Cadineno y L-a-Acetato de Bornilo
(9/100g; Fig. 15). Sin embargo, los ocho metabolitos identificados
presentaron menor concentracion durante la temporada de contingencia
(Fig.15 a-b).

Los ocho metabolitos evaluados mostraron diferencias significativas
(p<0.001 o p<0.01) entre individuos sanos y dafiados (Cuadro 7), asi como
entre fechas con diferentes concentraciones de Os (87ppb/170ppb; Cuadro
7). Sin embargo, no hubo diferencias significativas al considerar los afios de
exposicion (2015, 2016, 2017; Cuadro 7). Por otro lado, todos los metabolitos
fueron significativos en la interaccion entre fechas con diferentes
concentraciones de O3z (87ppb/170ppb) y su condicién (sanas y dafadas:
Cuadro 7). Mientras que unicamente a-Cariofileno mostré diferencias
significativas (p<0.05) entre fechas con diferentes concentraciones de Os
(87ppb/170ppb) y afio de exposiciébn (2015, 2016, 2017; Cuadro 7). Las
interacciones entre Condicién: Afo exposicion y Temporada: Condicién:Afo
exposicidn no mostraron diferencias significativas (Cuadro 7).

Luego de descartar a R-Cubebeno, cuya concentracion estuvo
correlacionada con la de otros compuestos y menos asociaciones al dafio por
O3 (ANEXO 14 y Cuadro 7), se realizaron dos PCA, uno para cada
temporada de exposicion. El primero considerd individuos sanos y dafiados
durante el periodo de 87ppb de Os. Dentro de este se observa que el primer
componente separa a las muestras sanas y dafiadas. Asi mismo, los arboles

sanos y dafiados se agrupan de acuerdo con la edad de las aciculas (2015 y
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2016: Fig. 17a). Por otro lado, en el segundo PCA, para el periodo de 170ppb
de Os, no se observan grupos claramente diferenciados (Fig. 17b).
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Figura 15. Compuestos volatiles aislados en aciculas de individuos de A.
religiosa sanos y daiados por la exposicion a O3 Concentraciones relativas en
mg/100g de peso seco en los afios de exposicion 2015 y 2016. (a) Temporada de
concentracion moderada (87ppb) y (b) Temporada de contingencia (170ppb). En
rojo se sefala a individuos dafiados y en verde a los sanos.
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Cuadro 7. ANOVA de tres vias para evaluar el efecto de tres tratamientos
(Temporalidad, Condicién, Afio de exposicién) en la concentraciéon de
compuestos volatiles en aciculas de A. religiosa. Valores de significancia p<
0.001 ***, 0.01 **, 0.05 * ,0.1 y NS No significativo.

L-a-Acetato de Oxido de RB- a-Cariofileno
R-Pineno Bornilo Cariofileno

Mean sq Fvalue P Meansq Fvalue P Mean sq Fvalue P Mean sq Fvalue P
Temporada 3.48 348 * 12.01 2232 xkx | 40.60 49.99  sxx | 048 12.41 *%
Condicién 4.70 470 %% | 1055 1961 sekw | 2517 3099 wkx | 0.31 8.04 o
Afio axpogiclén 0.82 0.82 NS | 0.3 065 NS | 248 3.05 - 0.13 334
Temporada: Condicion 357 357 * 13.01 2418 swx | 22.96 2827  sex% | 0.25 6.46 *
Temporada: Afio exposicién | 4 73 173 . 0.03 0.07 NS | 292 3.59 - 0.18 459 *
Condicion: Afio exposicion | g g9 0.90 NS | 0572 106 NS | 046 0.57 NS | 010 2.69 NS
e aflo exposicion | 1.05 NS | 0.505 093 NS | 020 024 NS |o068 174 NS

R-Cubebeno a-Cubebeno d-Cadineno a-Muuroleno
Meansq Fvalue P Mean sq Fvalue P Mean sq Fvalue P Mean Fvalue P
sq

Temporada 1.54 2298 k%% | 1.06 16.38 *%% | 3.36 7.83 *ok 0.32 9.64 ke
Condicién 0.89 1331 wkex | 0.86 13.31 sekek | 2.01 468 * 023 7.01 *
Afio exposicion 0.13 2.02 NS | 026 4.07 . 1.38 3.23 . 0.06 1.96 NS
Temporada: Condicion 0.79 1.87 %% | 074 11.51 *% | 3.23 7.52 *x 0.19 5.94 *
Temporada: Afo exposicion | g 47 2.60 NS | 026 4.01 . 0.25 0.60 NS | 004 128 NS
Condicion: Ano exposicion | g o3 0.47 NS | 018 2.53 NS | 008 0.14 NS | 000 0.22 NS
'E;!:;::: Ao exposicién 0.03 049 NG |06 2.49 NS | 008 0.21 NS | 002 072 NS
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Figura 17. PCA para la concentracion de compuestos volatiles en oyameles (A.
religiosa) sanos y dainados por la exposicion a O3 en dias con concentraciones
contrastantes de Os. (a) Moderada concentracion de Os y (b) Temporada de
contingencia ambiental. En rojo se sefiala a individuos dafiados y en verde a los
sanos. Los circulos representan el afio de crecimiento 2015 y los cuadrados el afio
2016.
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IX. DISCUSION

Los oyameles sanos y dafiados tienen una procedencia genética local

Utilizando 88 individuos procedentes de 19 poblaciones repartidas a lo largo
de la distribucion natural de Abies religiosa (Fig. 10; arriba Volcan Tancitaro y
abajo Cofre de Perote), se encontraron cinco grupos genéticos dados por la
ubicacion geografica y por un considerable aislamiento entre montafias
(ANEXO 7). Lo anterior ya ha sido reportado para A. religiosa (Giles-Pérez,
2017; Mujica Gallart, 2013) y otros arboles de la FVTM (revisado en
Mastretta-Yanes et al., 2015). Detectar el origen de los individuos en este tipo
de estudios es importante dado que distintas procedencias pueden tener
diversos grados de sensibilidad al Os, y nuestro sitio de estudio ha tenido
multiples intentos de reforestacion con diversas procedencias de
germoplasma. Las poblaciones de Cofre de Perote y Nevado de Colima se
han reportado con menor sensibilidad al dafio por O3 troposférico, mientras
que las localidades cercanas a la CDMX y el Nevado de Toluca han mostrado
una mayor sensibilidad (Tejeda & Meza, 2015). Por lo tanto, existia la
hipbtesis de que nuestros individuos sanos provinieran de una reforestacion

con germoplasma de Cofre de Perote.

Nuestros resultados muestran que entre las procedencias claramente
distinguibles estan justamente Cofre de Perote y Nevado de Colima (Fig. 10-
11). Sin embargo, nuestros andlisis indican que todos los individuos de Santa
Rosa Xochiac se agrupan con las poblaciones locales como Ajusco y Nevado
de Toluca NT/SB (Fig. 10b-11). Es decir, nuestros datos sefalan que tanto
los individuos sanos como los dafiados provienen del mismo grupo genético y
gue éste corresponde al centro de la FVTM (Nevado de Toluca, Ajusco), sin
gue sea posible determinar una montafia de origen, en particular dentro de
este grupo (Fig. 12). Debido a que los datos apuntan a que nuestros
individuos provienen de un grupo genético del centro de la FVTM, la
respuesta al ozono de estar dada por mecanismos genéticos seria producto
de una adaptacion local a partir de variantes ancestrales (“standing genetic

variation”). Lo anterior brinda una alternativa a la idea de que las
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procedencias de Cofre de Perote o Nevado de Colima sean las Unicas

variantes tolerantes al dafio por Oz (Tejeda & Meza, 2015).

Altos niveles de heterocigosidad han sido asociados con mayor
capacidad de respuesta inmune y tolerancia al estrés tanto en plantas (e.g.
Staszak, Grulke, Marrett, & Prus-Glowacki, 2007) como en animales (e.g.
Forbes, 1998). Estudios con isoenzimas han encontrado heterocigdsis mas
altas en pinos tolerantes a dafio por ozono troposférico que en aquellos
suceptibles (Staszak et al., 2004). Sin embargo, la heterocigosidad de los
individuos sanos y dafiados no fue diferente para los 1,550 SNPs analizados
(Cuadro 6). No obstante, para descartar de manera contundente que los
arboles sanos y dafiados no se diferencian por su nivel de hetrocigosidad, es
necesario analizar un mayor namero de individuos y tal vez concretarse en
genes especificos y en efectos locales de la respuesta al ozono (seleccion
del heterocigoto; Rodriguez-Quilén et al., 2015).

Nuestros resultados de estructura y diversidad genética muestran que
A. religiosa cuenta con poblaciones grandes dentro del complejo central de la
FVTM que mantienen su diversidad genética. Esto es importante, ya que las
respuestas evolutivas rapidas son necesarias para que las poblaciones de
especies silvestres puedan lidiar con las condiciones impuestas por la
contaminacién humana. Por lo tanto, se espera que la adaptacién ocurra
cuando las poblaciones son grandes, con variabilidad genética alta, y
oportunidades ecoldgicas para el establecimiento de los mejores genotipos
en caso que haya presiones selectivas fuertes (Alberto et al., 2013), como las
altas concentraciones de ozono troposférico. Tal parece ser el caso de la
poblacién de Santa Rosa Xochiac, que muestra una alta variacion genética.

Ademas, nuestros resultados muestran que conservar la variacion
genética de los bosques tiene grandes implicaciones en el mantenimiento de
reservorios de variacion. Dicha variacion favorece la capacidad de adaptacion
de las poblaciones ante cambios ambientales inducidos por actividades
humanas, como la contaminacion y el cambio climatico. Existen estudios de
especies en otros arboles tolerantes a Oz (Li et al., 2016; Seinfeld, 1989), sin
embargo, estas no son especies nativas de los bosques de la FVTM. Los

bosques afectados por ozono troposférico en cercanias de la CDMX estan
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conformados predominantemente por oyamel, el cual es una especie que ha
habitado la FVTM por lo menos durante los ultimos 5 millones de afios
(Jaramillo-Correa et al., 2008). Ademas, el oyamel es un arbol relacionado
con el reabastecimiento de mantos acuiferos de la CDMX y forma el

ecosistema en el que habita la emblematica mariposa monarca.

La expresion diferencial de genes del metabolismo de carbohidratos,
senalizacion MAPK, cierre de estomas y biosintesis de flavonoides,

permite a algunos individuos tolerar el Os.

Los individuos sanos y dafiados durante el periodo de contingencia se
diferencian en la expresion de genes relacionados con proteinas
responsables del cierre de estomas (gen AB_035458_T.1), receptores
asociados a sefiales de transduccion ante estrés biotico/abidtico (gen
AB_029334_T.1) y proteinas transmembranales involucradas en el transporte
de nutrientes para el desarrollo de la planta (gen AB_015092_T.1). El que
existan diferencias en la expresion de genes relacionados con la apertura y
cierre de estomas es congruente con un dafo diferencial por ozono entre
individuos, pues estudios previos mostraron que cuando aumentan las
concentraciones de 0zono, un mecanismo de proteccién en las plantas es el
cierre de los estomas (Papazian et al., 2016). El cierre estomatico puede
estar regulado por receptores serina/treonina (Legume lectin domain Protein
tyrosine kinase), tal como lo reportan para A. thaliana (Sierla et al., 2018). De
igual manera se ha encontrado que los receptores con dominio de lectina (L-
type lectin-domain containing receptor kinase) se pueden asociar a sefales
de transduccion ante estrés bidtico y abidtico (Gilardoni et al., 2011;
Nishiguchi et al., 2002).

Los individuos sanos y dafiados durante la contingencia se diferencian
por genes que participan en la ruta de los carbohidratos y la sefializacién por
las MAPK. La afectacion de dichas rutas metabdlicas ya ha sido incluida
dentro de la respuesta inmediata al estrés por ozono, en plantas de tabaco
(Samuel et al., 2005). Esta alteraciéon en la via podria ademas, llevar a
modificar el nimero de enzimas, transportadores y factores de transcripciéon a

través de la fosforilacion (Morris, 2001)
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Por otro lado, los individuos sanos expresaron diferencialmente solo
un gen (AB_043005_T.1) entre los periodos de alta y baja concentracion de
ozono. Este gen carece de asociacion directa a rutas metabdlicas, pero se
relaciona con la expresion de motivos de dedos de zinc, mismos que estan
relacionados con la respuesta a estrés abiotico en O. sativa (Davletova et al.,
2005) y que son clave en la regulacién transcripcional, degradacion de
proteinas por ubiquitinacion, sefiales de traduccién y reparacion del ADN
(Cassandri et al., 2017).

En cuanto a los individuos dafiados, la diferencia entre
concentraciones de ozono se relaciona con la expresion de genes
relacionados a la sintesis de aminoacidos (AB_001427_T.1,
AB_008838_T.1), la composicion de la pared celular (AB_023740_T.1), la
senescencia (AB_021908_T.1), el crecimiento ante baja disponibilidad de
carbono (AB_000936_T.1), factores de transcripcion (AB_016383_T.1) y
otros reguladores de la expresion génica, como xx y zzz (AB_015079_T.1y
AB_012029_T.1). Tal como muestran los resultados, estos genes se
relacionan con proteinas que se expresan durante un dafio severo producto
de estrés abidtico (Ludwikow & Sadowski, 2008). La participacion de estas
proteinas puede indicar que altas concentraciones del ozono pueden alterar
la composiciéon de la pared celular (Le Gall et al., 2015), asi como el
crecimiento durante la baja disponibilidad de carbono; la cual seria un
subproducto del cierre de los estomas arriba mencionado (Schroder et al.,
2011). Ademas, dado que encontramos senescencia en los tejidos, podemos
suponer que la diferencia a nivel de metaloproteinas es un mecanismo para
eliminar especies reactivas de oxigeno (ROS) en los individuos dafiados
(Chen et al., 2003). Sin embargo, hasta qué punto estos mecanismos que se
ponen en marcha para minimizar el dafio por 0zono 0 son una consecuencia
de este, es algo que no se podra saber hasta que se hagan disefios
experimentales mas especificos en condiciones controladas.

En resumen, los mecanismos relacionados con la
tolerancia/susceptibilidad a Os parecen estar relacionados con receptores
(AB_035458 _T.1, AB_039085_T.1, AB_029334_T.1) que desencadenan la
sefializacion MAPK (AB_035458 T.1, AB_028564_T.1), la sintesis de

enzimas (AB_036475_T.1) y la degradacién y un cambio en la composiciéon
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de la pared celular (AB_014935_T.1, AB_016376_T.1). Ademas, es probable
gue el cierre de los estomas (gen AB_029334_T.1) desencadene procesos
de muerte celular a través de genes como AB_023831_T.1.

El hecho de que también se detectaran diferencias en la expresion de
genes implicados en la respuesta a patégenos (AB_007841_T.1) podria
sugerir un mecanismo secundario al dafio por Oz (Langebartels et al., 1998).
En este las plantas estarian debilitadas por el ozono y los mecanismos de
respuesta, lo que las haria mas susceptibles al ataque de patégenos (Lane et
al., 2016).

Si nos centramos en los genes detectados por solamente un método
(DESeg2 o EdgeR) rescatamos la participacion de proteinas implicadas en
rutas metabodlicas con relevancia biologica para lidiar con el Os
(AB_012934_T.1, AB_001118_T.1, AB_007841_T.1, AB_014935_T.1,
AB_023831_T.1 y AB_016376_T.1). El ejemplo mas notable seria la
biosintesis de flavonoides (gen AB_005940 _T.1). Los flavonoides son
antioxidantes importantes que actian contra el Os, mismos que evitan el
incremento de ROS celulares debido a sus propiedades antioxidantes
(Mierziak, Kostyn, & Kulma, 2014).

Se han hecho multiples estudios de expresion diferencial en respuesta
al Os, estresores bidticos y patégenos en diferentes especies de plantas (e.g.
Cho et al., 2008; Gupta et al., 2005; Lane et al., 2016). En particular, los
genes reportados para el estrés al Os incluyen aquellos que participan en la
transcripcion, transduccién, metabolismo, control redox, senescencia,
transporte, defensa e incluso empalme alternativo de mensajeros (alternative
splicing). Algunos de los genes detectados con expresion diferencial en este
estudio (e.g. AB_005940_T.1, AB_011671_T.1, AB_028564_T.1,
AB_021908_T.1, etc.) coinciden con otros reportados previamente.

Los enfoques toxicologicos tradicionales en el estudio del dafio por
ozono se enfocan en la variabilidad a través de factores como la edad, el
genotipo y el estado de la enfermedad, tal como se realizé aqui. Sin
embargo, para proporcionar una mayor explicacion funcional de las redes
regulatorias en respuesta al Os, la identificacion de genes candidatos debe
complementarse con un mayor entendimiento de la represion o induccion de

su expresion en respuesta al Os. Asi mismo, también podria considerarse la
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caracterizacién del epigenoma en la regulacion de la expresion de genes
(McCullough et al., 2016). Tales diferencias a nivel epigendmico nos pueden
indicar que la respuesta entre individuos dafiados ante diferentes
concentraciones de ozono afecta la traduccion y transcripcion de genes
involucrados en la tolerancia a Os (Bellini & De Tullio, 2019). Por ejemplo, se
encontraron diferencias de expresion en genes relacionados con las histonas
y metiltransferasas (AB_015079_T.1, AB_012029 T.1 y AB_007841_T.1).
Estas Ultimas cambian los patrones de metilacion y provocan expresion
diferencial bajo condiciones de estrés abidtico (Dowen et al., 2012). Por otro
lado, los bajos niveles de expresion de histonas se han asociado con la
predisposicién a resistir estrés salino y osmoético en A. thaliana (Asensi-
Fabado, Amtmann, & Perrella, 2017; Zhao et al., 2014). Por tal motivo
deberian considerarse estudios toxico-epigenéticos que se enfoquen en la
memoria adquirida por las plantas ante la presencia de Oz, asi como el
progreso del dafio en los arboles expuestos (Crisp, Ganguly, Eichten,
Borevitz, & Pogson, 2016) o si se ven afectados otros factores con la edad
como la tasas de mutacidbn somatica en individuos expuestos (sanos y
dafnados).

Los genes candidatos aqui reportados deberan explorarse a través de
Sus interacciones con otros genes, con variables ambientales, asi como con
la presencia de patdogenos. Asi mismo, se puede correlacionar la expresion
de estos genes candidatos con la presencia de polimorfismos dentro de los
mismos de sus regiones reguladoras y con la condicion de las plantas
(sanas/dafiadas) y de la concentracion de ozono troposférico
(87ppb/170pph).

El dafho por O3 esta relacionado al colapso celular, el dano a nivel de

parénquima y la ausencia de cristales de oxalato

Si bien a simple vista los arboles en la zona de estudio pueden clasificarse en
sanos y dafiados, se encontraron pequefios dafios a nivel tisular en algunos
arboles con apariencia de estar sanos. Sin embargo, parece que la actividad
celular de estos individuos se mantiene, ya que su estructura celular

permanecio casi intacta. Este ligero dafio en arboles sanos indica que el
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estrés producido por el Os afecta a los arboles sanos, pero se mitiga de mejor
manera en los arboles sanos que en los dafados. No obstante, el dafio
encontrado en algunas aciculas de arboles sanos podria implicar que existe
un gradiente de tolerancia al Os. Dicho de otra manera, existen arboles
completamente sanos y otros que parecieran tener aciculas asintomaticas,
sin embargo, estas presentan dafos a nivel tisular (Evans & Fitzgerald, 1993)
ligeramente menores que arboles con aciculas sintomaticas.

Las diferencias en la cuticula y los canales resiniferos entre los
individuos no fueron obvias, como si lo fue el dafio en el parénquima en
empalizada (Fig. 12-13). En estudios con pinos se han reportado dafios
significativos asociados a la exposicion de O3z en otras partes de la hoja,
como la cuticula (Reig-Armifiana et al., 2004) y los canales resiniferos. Esto
puede deberse a que (i) A. religiosa posee mayor tolerancia al estrés por
0zono con respecto a los pinos o (ii) que es mas dificil detectar cambios en
estas secciones en individuos expuestos a las mismas concentraciones de
o0zono, pues se requieren mediciones finas y analisis cuantitativos, los cuales
podrian hacerse con un disefio experimental para su monitoreo.

Por otro lado, se encontraron diferencias a nivel de la epidermis, cuyo
engrosamiento se enfatiza en los individuos dafiados. El dafio visible (Fig.12-
13) se atribuye a agentes oxidantes que actian sobre la lamina media de las
células y promueven su degradacion; esta oxidacion provoca que las células
se separen y comiencen a deformarse cuando se altera la celulosa de la
pared primaria (Lazaro-Gimeno & lbars, 2009). A partir de la degradacion de
la pared se favoreceria una mayor cantidad de espacios intercelulares en
arboles dafiados en comparacion con el tejido de los individuos sanos. El
dafo en el parénquima en empalizada se caracteriza ademas por una
coloracion rojiza que hemos asociado a una alta presencia de sustancias de
naturaleza fendlica, afines a la tincion con safranina (Fig. 12-13). La
acumulacién de compuestos fendlicos inducidos por exposicion a Oz no es
nueva para las coniferas, en las cuales se le ha asociado a la necrosis
(Howell & Kremer, 1973).

Otro tejido susceptible a cambios por efecto del Oz es el parénquima
esponjoso, este contenia una mayor proporcion de cristales en los arboles

sanos que en los dafiados. Esto puede indicar una actividad metabdlica
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diferencial que permite a los arboles sanos responder mejor al estrés
inducido por el Os. La presencia de cristales de oxalato esta ligada a la
sintesis de &cido ascorbico, el cual se incrementa como respuesta al estrés
oxidativo, ya que actia como mecanismo de proteccion ante dicho estrés
(Fink, 1991).

De igual manera la presencia de cristales se ha asociado a una mayor
asimilacion fotosintética, debido a que los cristales de oxalato de calcio
pueden servir como reservorio de carbono mientras los estomas se
mantienen cerrados debido a estresores abioticos (Tooulakou et al., 2016).
Ademas de lo anterior, se sabe que la resistencia a herbivoria (He, Bleby,
Veneklaas, Lambers, & Kuo, 2012) y la desintoxicacion de metales pesados
(Jauregui-Zudiga, Ferrer, Calderén, Mufioz, & Moreno, 2005) también estan
relacionados con la presencia de estos cristales. Lo anterior concuerda con
las diferencias en los metabolitos encontrados entre cada grupo de arboles
(ver seccion siguiente).

Finalmente, las diferencias entre aflos de crecimiento muestran que el
deterioro celular se incrementa con la edad de las hojas (Fig. 12-13).
Nuestros datos muestran que el dafio por ozono inicia a nivel tisular al menos
en los primeros 30 dias de exposicion en las hojas mas jovenes (secciones
de aciculas recién emergidas de la yema en 2017; Fig.12-13). Esto es similar
a lo reportado para pinos en donde se observaron dafios a nivel tisular a
partir del quinto dia de exposicién y dafios visibles desde la segunda semana
(Evans & Miller, 1972). Lo anterior reforzaria la idea de que los pinos pueden
ser mas susceptibles que A. religiosa, por lo cual no vemos dafios
histoldgicos similares en la cuticula y canales resiniferos en ambas especies.

Los dafios visibles en las aciculas se enfatizan hasta el segundo afio
de exposicion, quiz& porque la planta no posee mecanismos para evitar el
efecto acumulado del Os (Langebartels et al., 1998). El dafio culmina en la
muerte y desprendimiento de las aciculas en individuos dafiados después de
tres afios de exposicion. Al no contar con los mecanismos para evitar el dafio,
se promueve la degradaciéon de la ldmina media y posteriormente el
citoplasma, generando espacios donde las células deberian formar un
mosaico (L4zaro-Gimeno & Ibars, 2009). Esto indicaria que una vez iniciado,

el dafio es irreversible, lo que concuerda con estudios de procedencias, que
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determinaron que el tiempo de exposicion agrava los dafios en el follaje de

mayor edad en los oyameles (Alvarez et al., 1998; Tejeda & Meza, 2015).

La concentracion de RBR-Pineno en individuos sanos concuerda con la

fase de recuperacion del tejido posterior al estrés por Os.

En las coniferas, los terpenos se encuentran en una mezcla llamada
oleorresina formada por wuna fraccibn trementina (volatil, incluye
monoterpenos y sesquiterpenos) y una fraccion colofonia (no volatil, formada
por diterpenos (Phillips & Croteau, 1999). La oleorresina se acumula en los
conductos resiniferos de los tallos y aciculas de la planta (Wu & Hu, 1997).
Nuestros resultados no muestran diferencias anatémicas claras en los
canales resiniferos que puedan indicar una mayor acumulacion de
metabolitos (Fig.12). De igual manera, nuestros andlisis detectaron mayor
namero de sesquiterpenos (Cis; siete diferentes) que de monoterpenos (Cio;
uno) en individuos, sanos y dafiados. El aumento de estos compuestos
después de la exposicion a O3 concuerda con lo encontrado en clones de
alamo hibrido (Populus deltoides x maximowiczii) (exposicion a 80 nmol mol-
1 Os durante 5hr/dia; Pellegrini et al., 2012) y en individuos de Eucalyptus
globulus expuestos a Os (Kanagendran, Pazouki, & Niinemets, 2018). Estas
observaciones son interesantes, ya que los sesquiterpenos reaccionan con
las especies reactivas de oxigeno (ROS) y se sabe que incrementan ante la
presencia de estrés abidtico (Vickers, Gershenzon, Lerdau, & Loreto, 2009).
Los ocho metabolitos detectados en la mayoria de muestras ya han
sido reportados con diferencias en arboles expuestos a diferentes
concentraciones de Oz (Kanagendran et al.,, 2018). La produccién de
compuestos metabdlicos, tal como los volatiles, pueden remover los ROS
antes de que causen dafios severos en las células (Loreto & Fares, 2007).
Esto concuerda con nuestros resultados, ya que obtuvimos mayores
concentraciones de metabolitos en individuos sanos en comparacion con los
danados. Sin embargo, no todas las comparaciones de los metabolitos entre
condicion, temporada y afio de crecimiento muestran valores significativos
(Cuadro 7). Posiblemente esto se debe a que todos los arboles analizados

fueron expuestos a Oz y no teniamos un control negativo.
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La comparaciéon entre grupos indica que la temporada y la condicion
son las variables mas relacionadas para explicar los valores de los ocho
metabolitos (p<0.001 y p<0.01; Cuadro 7). En particular 8-Cadineno, Oxido
de R-Cariofileno, L-a-Acetato de Bornilo y R-Pineno (Fig. 15) tuvieron mayor
abundancia (Fig. 15). Anteriormente &-Cadineno se ha relacionado con
funciones antioxidantes (Kundu et al., 2013) y larvicidas (Govindarajan,
Rajeswary, & Benelli, 2016). De igual manera el Oxido de R-Cariofileno es un
metabolito producido por las plantas para inhibir el ataque de insectos (Ortiz
et al.,, 2017). Dado lo anterior podemos suponer que los individuos sanos
tienen mecanismos que los hacen menos susceptibles al dafio por estrés
bidtico y abidtico.

De igual manera, los individuos sanos produjeron mayor cantidad de
3-Pineno en comparacion con los dafiados en ambas temporadas (Fig. 15a-
b). Dicho aumento de R-Pineno se ha relacionado con la estimulacion de
mecanismos antioxidantes inducidos por estrés a Os en Quercus index
(Loreto et al., 2004). Ademas 3-Pineno pertenece al grupo de monoterpenos,
mismos que pueden favorecer la resistencia ante el Oz (Pellegrini et al.,
2012). Asi mismo, existen diferencias significativas de a-Muuroleno, lo cual al
igual que (-Pineno previamente se ha relacionado con la fase de
recuperacion de la planta después de inducirse a altas concentraciones de O3
en Nicotiana tabacum (Kanagendran, Pazouki, & Niinemets, 2018).

En nuestro sitio de muestreo es comun que los niveles de Os sean
altos (Alvarado-Rosales et al., 2017), rebasando las 100 ppb la mayor parte
del afio (SEDEMA, 2018). Asi mismo, se sabe que el efecto perjudicial del O3
a 150 ppb depende de la estructura quimica de los compuestos. Por lo tanto,
los terpenoides saturados como el L-a-Acetato de Bornilo no se ven
igualmente afectados por el O3 que los terpenos con doble enlace C-C
(pinenos) o aquellos con mas de dobles enlaces (cariofilenos) (Calogirou et
al., 1996). Debido a lo anterior es posible que la deteccion de los compuestos
por el GC-MS se haya visto influenciada por la degradacion de algunos
metabolitos durante la exposiciéon de las plantas al Os. De manera similar con
otras plantas en donde se ha demostrado que el Os induce y reduce las
emisiones volatiles en diferentes especies dependiendo de la gravedad y la

duracion de la exposicion (Calfapietra et al., 2013). En nuestros resultados
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los metabolitos que pudieron identificarse nos indican diferencias entre
individuos sanos y dafiados, asi como indicios de mecanismos antioxidantes

en arboles sanos antes y después de un periodo de contingencia ambiental.

X. CONCLUSIONES

A partir de nuestra investigacion se concluye que los niveles de Os que llegan
a los bosques de oyamel en las afueras de la CDMX siguen siendo un
problema para el establecimiento exitoso de individuos jovenes, aunque los
niveles de O3z hayan bajado drasticamente con respecto a los reportados de
hace 30 afios. A nivel transcriptbmico un ensamble de novo nos permitiria
rescatar informacion propia de A. religiosa, no obstante, el mapeo de las
lecturas sobre el genoma de A. balsamea nos permitié recuperar informacion
util sobre afectaciones por Os en genes y rutas metabdlicas de A. religiosa.
Nuestros resultados indican que existen individuos de la misma
poblacion que pueden tolerar el Os, a través de la expresion diferencial de
ciertos genes. Estos genes se asocian con el metabolismo de los
carbohidratos, la sefializacion MAPK vy la biosintesis de flavonoides, los
cuales afectan la respuesta inmune, el cierre de los estomas y la produccion
de antioxidantes, que en su conjunto son mecanismos para disminuir el dafio
celular. Los individuos dafados mostraron colapso celular severo en el
parénquima en empalizada y un incremento en el contenido fendlico en
comparacion a los individuos sanos. De igual manera, el dafio observado en
las aciculas concuerda con el tiempo de exposicidén. Es decir, las aciculas
mas viejas mostraban dafios mas pronunciados que las mas jovenes. A nivel
de metabolitos 8-Cadineno y Oxido de R-Cariofileno en arboles sanos nos
indican posibles mecanismos para evadir el estrés biotico. Por el contrario, 13-
Pineno en arboles sanos nos indica mecanismos que les permiten
sobreponerse a periodos de exposicion a Os. Lo anterior concuerda con
estudios previos donde -Pineno se asocia con la fase de recuperacion del
tejido posterior a una exposicion a Os. Sin embargo, cabe anotar que existen

grados de sensibilidad en individuos sanos que a simple vista parecen no
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presentar dafio. Esto indicaria un gradiente de tolerancia diferencial dentro de
la poblacion analizada.

Todos los individuos tolerantes al Oz analizados fueron de origen local
(comunidad de Santa Rosa Xochiac), segun lo muestran nuestros analisis
genético-poblacionales. Esto resalta la importancia de mantener la variacion
genética dentro de las poblaciones en especies forestales, pues ésta puede
ser fuente de nuevas adaptaciones locales ante nuevas presiones selectivas

(incluyendo aquellas derivadas de la urbanizacion).

Xl. PERSPECTIVAS

Los genes identificados en este estudio se proponen como genes candidatos
a la tolerancia al Os, ya que se encontraron diferencialmente expresados en
individuos sanos y dafiados bajo dos concentraciones de ozono y durante
dos afios de exposicion, sin embargo, queda pendiente (i) describir los
patrones de expresion ante diferentes intensidades de dafio asociadas al
tiempo de exposicion (afios de crecimiento de las hojas), ya que a nivel
histolégico/metabdlico encontramos diferencias en los afios de exposicion y
(i) describir los patrones de expresién dados en diferentes grados de
tolerancia de acuerdo a la concentracion a la que estan siendo expuestos los
arboles. Para ello es importante clasificar las hojas por afios de exposicion y
trabajarlas de manera separada en los andlisis de expresién, asi como
registrar mediciones de las concentraciones de ozono in situ.

A priori nuestro estudio considera al Oz como la principal causa del
dafo en los arboles, lo cual desencadena en la susceptibilidad de estos para
ser atacados por otros estresores. De igual manera consideramos importante
describir y cuantificar las diferencias en cambios bi6ticos (parasitos, hongos)
y abibticos (suelo, cantidad de luz/sombra, conductancia estomatica, tasa
fotosintética, transpiracion) que nos proporcionen informacion atil de las
interacciones que se estan llevando a cabo en un bosque altamente expuesto
a Os. Para evaluar cambios bidticos se proponen estudios de metabarcoding

dirigidos a las aciculas y raices de los individuos expuestos. Mientras que,
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para analizar los cambios abi6ticos se proponen principalmente mediciones
en las concentraciones de nutrientes en el suelo y cuantificacion de clorofilas.

Una ruta metabdlica importante para considerar en futuros estudios es
la relacionada con la biosintesis de flavonoides ya que, a diferencia de los
terpenos, nuestros analisis de expresion diferencial indican que los
flavonoides son clave para diferenciar individuos sanos y dafiados. La
cantidad de tejido foliar obtenida en este estudio fue insuficiente para medir la
concentracion de flavonoides (ademas de requerirse un largo periodo de
estandarizacién). Sin embargo, analizar la via metabdlica de flavonoides en
estudios posteriores podria complementar el conocimiento de los
mecanismos de tolerancia a Os.

Asi mismo, aun existen relaciones fisiolégicas en la respuesta ante el
O3 que no han sido caracterizadas (Ludwikow & Sadowski, 2008). Sin
embargo, identificar genes candidatos en A. religiosa, como se realizd en
este trabajo, contribuye a entender las rutas de regulacion relacionadas con
la tolerancia al Os en coniferas bajo condiciones naturales, ya que la mayoria
de los estudios anteriores se han realizado en cultivos anuales, asi como
especies modelo bajo condiciones experimentales.

Los genes que mostraron expresion diferencial aun estan bajo analisis
para detectar SNPs dentro de las secuencias de cada individuo. Si dichas
variantes existen seria posible incluirlas en un chip, con el propoésito de
seleccionar eficazmente individuos tolerantes al dafio por Os. La deteccion de
individuos a través de chips permitira dirigir los planes de reforestacion a
arboles madre e hijos especificos que faciliten la recuperacion de sitios con
alta incidencia de contaminacion. Lo anterior requiere de un monitoreo de los
arboles tolerantes identificados, para evitar cuellos de botella que disminuyan
la variabilidad genética de los bosques y poder enfrentar otros estresores
bidticos o abidtico.

Es conveniente contemplar estudios poblaciones para evaluar mejor la
correlacidon entre la heterocig6ésis global de los individuos y la tolerancia al
ozono. Este mismo tipo de muestreo permitird ademas identificar posibles
polimorfismos adaptativos en los genes candidatos y evaluar su distribucion
espacial en la poblacion. Para comprender patrones de diferenciacion

adaptativa o plasticidad fenotipica es necesario realizar experimentos con
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trasplantes reciprocos. Dichos experimentos requieren controlar el origen del
germoplasma, asi como los periodos de exposicidon y las concentraciones de
Os. De igual manera debe considerarse la medicion de caracteres
cuantitativos, ya que pueden brindar una medida directa de la variabilidad
genética aditiva y por consiguiente el potencial adaptativo de los individuos
tolerantes.

Los resultados de este proyecto son el primer paso para desarrollar
planes de “reforestacion dirigida a la tolerancia al O3”. Dada la continua
exposicion al Oz y el historial de incendios que han diezmado los bosques del
Desierto de los Leones y el pueblo de Santa Rosa Xochiac, estos son lugares
gue se beneficiarian ampliamente de este tipo de reforestaciones. Nuestros
resultados también son utiles a nivel mundial, pues el cambio ambiental
causado por actividades humanas es un problema global que ha
desencadenado investigaciones sobre impacto que tiene el Os en bosques
periurbanos. Sin embargo, los bosques afectados por Ostambién interactian
con otros contaminantes, periodos de exposicion, precipitacion, temperatura,
nutrientes del suelo y patégenos que pueden modificar los involucrados en la
tolerancia a la contaminacion en cada sitio y especie forestal. Por
consiguiente, para que las reforestaciones dirigidas a la tolerancia de Os en la
periferia de la CDMX se conviertan en una realidad, alun es necesario
expandir la presente investigacion.

Estudios como el presente deben realizarse en colaboracion con las
comunidades que estan siendo afectadas directamente (Santa Rosa Xochiac
y aledafas), asi como de medios de comunicacién (prensa, redes sociales,
radio) que nos permitan la difusion del problema a la ciudadania y el
gobierno. Solamente a través del reconocimiento de la problematica y de las
propuestas basadas en estudios como este sera posible cambiar las politicas
publicas alrededor de los planes de reforestacion en la periferia de ciudades
contaminadas. Asi mismo, se debe concientizar que favorecer una rapida
adaptacidén a un entorno contaminado a través de reforestaciones tolerantes
a Oz no sustituye las medidas para reducir la contaminacion, tal como evitar
la quema y tala desmedida, el uso de productos contaminantes (aerosoles,
plaguicidas) y reducir los medios de transporte privado que utilizan la quema

de combustibles.
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La comunidad de Santa Rosa Xochiac es un sitio ideal para
implementar nuestra propuesta de reforestacion, ya que se encontraron
indicios de variantes sanas y dafiadas propias del lugar. Ademas, la
comunidad posee informacion de los intentos de reforestaciones, registro de
incendios y plagas, asi como de la infraestructura de un vivero con diferentes
procedencias de semillas. Dicha informacion facilita implementar planes de
manejo primero en esta comunidad, misma que manifiesta su interés de
continuar colaborando con nosotros para profundizar en nuestra investigacion

y atender sus problematicas de reforestacion.
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XI.LANEXOS

Los scripts, lineas de comando y material extra con los cuales se realizo este

trabajo se encuentran disponibles en la péagina de GitHub:

https://github.com/Verolarrachtai/Abies_religiosa_vs_ozone. De igual manera,

el correo para contactarme es: veronica.rg.pb.@gmail.com

ANEXO 1. Ramas de individuos sanos y danados colectados. (a) Individuos
sanos. (b) Individuos dafiados
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ANEXO 2.

Extracciones de ARN de 4045 mg de
independientemente para cada concentracion de O3 y periodo de crecimiento
foliar por arbol.

tejido vegetal

2015 2016 2017

DC_01_2015 DC_01_2016 DC_01_2017
DC_02_2015 DC_02_2016
(170 ppb) DC_03_2015 DC_03_2016

DC_04_2015 DC_04_2016 DC_04_2017
Dafiado DC_05_2015 DC_05_2016
DS_01_2015 DS_01_2016
(87 ppb) DS_02_2015 DS_02_2016
DS_04_2015 DS_04_2016
HC_01_2015 HC_01_2016
HC_02_2015 HC_02_2016
(170 ppb) HC_03_2015 HC_03_2016
HC_04_2015 HC_04_2016
Sano HC_05_2015 HC_05_2016
HS_01_2015 HS_01_2016
(87 ppb) HS_02_2015 HS_02_2016
HS_05_2015 HS_05_2016

76



ANEXO 3. Numero de lecturas totales para cada individuo.

Mapedd_ Properly_  Properly_paired Singletons_
Sample Total_reads Mapped percent paired _percent Singletons percent
DC01_17 26324406 25203517 95.74% 23458364 89.93% 227709 0.87%
DC04_17 29032472 28076583 96.71% 25963362 90.32% 220349 0.77%
DCO1_15 29917209 26626122 89.00% 24575346 82.81% 204199 0.69%
DCo02_15 20519755 19680381 95.91% 18198494 89.39% 124258 0.61%
DC03_15 34920801 33514452 95.97% 30677044 88.59% 257139 0.74%
DC04_15 33932229 30796857 90.76% 28520838 84.73% 245596 0.73%
DC05_15 34662281 32472479 93.68% 30328610 88.12% 230530 0.67%
DS01_15 29755812 25145836 84.51% 23338336 79.07% 219234 0.74%
DS02 15 32034433 29891742 93.31% 27696704 87.09% 228013 0.72%
DS04_15 39785361 35702980 89.74% 32688214 82.84% 330867 0.84%
SCo01_15 26628465 25110645 94.30% 23207744 87.79% 190570 0.72%
SC02_15 29394389 27421473 93.29% 25506062 87.47% 216864 0.74%
SC03_15 28885822 26935913 93.25% 25005412 87.24% 206331 0.72%
SC04_15 27148620 24890979 91.68% 23160294 85.90% 190051 0.70%
SC05_15 25402180 22810050 89.80% 21279266 84.36% 153044 0.61%
SS01_15 86373044 80384008 93.07% 74602376 87.09% 601512 0.70%
SS02_15 39848295 36957834 92.75% 34301814 86.78% 271419 0.69%
SS05_15 30581813 28117524 91.94% 26128276 86.06% 188559 0.62%
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ANEXO 4. Numero de genes mapeados para cada individuo.

Condicion Temporada Muestra # Genes sin # Genes
ninguna mapeados
lectura

(170 ppb) DC 01 15 0 37,601

DC 02 15 4,401 33,200

DC 03 15 3,419 34,182

DC 04 15 2,761 34,840

Dafiado DC_05_15 4,235 33,366
(87 ppb)  DS_01_15 2,141 35,460

DS_02_15 3,345 34,256

DS 04 15 2,570 35,031

(170 ppb) HC_01_15 3,553 34,048

HC 02 15 3,618 33,983

HC_03_15 3,541 34,060

HC_04_15 3,938 33,663

Sano HC_05_15 3,620 33,981
(87 ppb) HS_01_15 1,863 35,738

HS_02_15 2,581 35,020

HS 05 15 3,308 34,293

ANEXO 5. Numero de genes mapeados para cada comparacion.

Comparacion % de genes Condicién Genes ID de Muestras
de tratamientos mapeados mapeados utilizadas
Sanosy 81.42% Sanos 33,947 SC01_15
dafiados en (37,601) SC02_15
contingencia SC03_15
ambiental (170 SC04_15
ppb) SC05 15
Dafados 34,638 DCO01_15
DC02_15
DCO03_15
DC04_15
DCO05_15
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ANEXO 6. Valores de los parametros para ensamble laxo en ipyRAD con todas
las muestras de oyameles de nuestro grupo de trabajo.

R R A R A S

Py 3, ¥, & 0, g

d params file (v.0.

i to name output directories for

r]: Project dir (made in curdir if not present)
1: Locatien of raw non-demultiplexed fastg files
, Platedrawslbies, Plate3r i [3]

1: Location of demultiplexed/sorted fastg £il

i]: RAssembly method (dencve, reference, d

w quality base c
: phred Q score offset

le base cal

de neve assembly
ble mismatches
primers (1 or 2=s
length of reads after adapter
ax alleles per site consensus seguences

N's (uncalled bases) i

conszensus (R1, RI)

ens]: (heterozygotes) in consensus (R1, R2)
es_locus]: Min # samples per locus for output

: Max # SNPs per locus (RL, R2)

3]: Max # of indels per locus (R1, RZ)

ax # heterozygous sites per locus (R1, RZ)
ead edges (Rl», <Rl, R2», <RZ) (3ee docs)

cus edgss (=e= docs) (Rl», <Rl, RI»>, <RI)

tput formats (see docs)

ANEXO 7. Relacién entre la distancia genética y la distancia geografica de 19
poblaciones de A. religiosa. Las distancias genéticas para los SNPs fueron Fsrt
calculadas con el estimador Weir and Cockerham y posteriormente linearizadas. Las
distancias geograficas son las distancias en Km entre poblaciones.

Distancia Geneética

0.6 1

o
~
'

&
o
)

0.0 1

200 400 600
Distancia geografica (Km)
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ANEXO 8. Relacion de parentesco dentro de cada poblaciéon. En verde
individuos sanos y en rojo dafiados de la poblacion de Santa Rosa Xochiac.

Sierra de Manantlan Nevado de Colima Volcén Tancitaro Puerta Garnica Michoacan Alt
8-
G-
4-
i l I
o | L II
San Andrés Cerro Zamorano Cerro Blanco Nevado de Toluca RG Nevado de Toluca NT
8-
o
g ‘]
Q..
| =
©,.
Q‘ Nevado de Toluca SB Santa Rosa Xochiac DANADOS Santa Rosa Xochiac SANOS Ajusco Ixtapalucan
o
2.
B ‘
.. t
0-
El Chico Tlaxco Volcan Atlitzin Malinche Cofre de Perote
8-
6-
4-
-
.. 1 u
0o 04 08 12 0o 04 ) 12 0o 04 08 12 0o 04 08 12 0o 04 08 12

Relacion de parentesc
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ANEXO 9. Tren de tincion para aciculas de oyamel.

(a)

Reactivo Tiempo
Alcohol terbutilico 35% 4 dias
Alcohol terbutilico 50% 4 dias
Alcohol terbutilico 60% 4 dias
Alcohol terbutilico 70% 4 dias
Alcohol terbutilico 85% 4 dias
Alcohol terbutilico 95% 4 dias
Alcohol terbutilico 100% 2 semanas
Alcohol terbutilico Absoluto 2 semana

(b)

Reactivo Tiempo
Desparafinar 30 min. en la
estufa a 60°C

Xilol 30 min.
Xilol:Alcohol 1:1 30 min.
Alcohol 100% 5 min.
Alcohol 95% 5 min.
Alcohol 70% 5 min.
Alcohol 50% 5 min.
Alcohol 30% 5 min.
Safranina 24 hrs.
Alcohol 30% 5 min.
Alcohol 50% 5 min.
Alcohol 70% 5 min.
Alcohol 95% 5 min.
Verde rapido 2 min.
Alcohol 100% 1 min.
Alcohol 100% 1 min.
Alcohol 100% 1 min.
Aceite de clavo 10 min.
Citrisol 10 min.
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ANEXO 10. Tinciones de individuos sanos. (a) Individuos sanos 2015. (b)
Individuos sanos 2016. (c) Individuos sanos 2017.

(a)

(b)
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(c)
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ANEXO 11. Tinciones de individuos dafnados. (a) Individuos sanos 2015. (b)

Individuos sanos 2016. (c) Individuos sanos 2017.

(a)
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(b)
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ANEXO 13. Abundancia relativa de los metabolitos después del filtrado.

Muestra B-Pinene  L-a-bornyl acetate B-Caryophyllene o-Caryophyllene B-Cubebene o-Cubenene &-Cadinene a-Muurolene
S5H1-15 0.79 0.47 361 0 0.6 0.53 1.09 0.35
S5H2-15 0 8 10.14 172 27 3.34 0 171
55H3-15 7.44 4.66 12.21 1.58 0.79 1.73 3.87 0
S5H4-15 6.86 301 12.12 218 2.64 1.02 8.94 1.22
S5H5-15 7.27 6.4 10.97 151 3.33 3.66 5.27 2.02
S5H1-16 0 5.64 13.91 169 1.33 0.95 245 0
S5H2-16 481 £.83 9.32 0 2.05 1.52 282 1.35
S5H3-1e 0 10.77 B.62 0 ] 0 0.71 0
S5H4-16 1.04 2.09 458 0 0.98 0.31 211 0.36
55H5-16 13 3.82 5.02 0.92 1.29 1.01 2.38 0.95
85D1-15 0 1.08 495 0.72 0.44 0.3 19 0
S502-15 0 0 2,06 0 141 0.62 148 0.56
S503-15 1.03 0 5.15 0 0.55 0.33 213 0.52
5504-15 0 2.44 5.83 0.66 ] 0 0.31 0
S5D5-15 437 3.95 9.36 2.5 1.43 118 3.42 2.03
S501-16 2.33 0 0 251 ] 1.44 6.56 11
S502-16 2.69 7.97 5.36 171 211 2.26 5.96 1.38
5503-16 0 10.53 11.94 171 4.3 1.13 6.26 126
S504-16 0 0 16.78 194 ] 0 0.69 0
S505-16 201 0 942 273 5.09 1.78 4.28 15
ContiH1-15 2.25 0 18.95 223 0 0.99 14.48 1.33
ContiH2-15 0 L.68 17.09 2122 ] 0 152 0
CaontiH3-15 6.99 0 11.03 164 179 2.64 2.4 1.66
ContiH4-15 2.24 0 0 0 15 0.65 12.84 0
ContiH5-15 0 673 9.39 169 2.32 1.53 269 221
CaontiH1-16 3.66 0 18.25 2.35 146 1.81 2.84 119
CaontiH2-16 7.18 7.63 15.81 155 ] 0 127 0
ContiH3-16 5.22 8.25 11.23 174 2.29 1.6 293 1.69
CaontiH4-16 278 .29 11.69 17 1.84 0.79 5.41 1.02
CaontiH5-16 761 674 10.51 ] 2.2 141 291 1.95
ContiD1-15 0 0 16.57 0 ] 0 8.5 251
ContiD2-15 2.03 29 10.9 279 0.88 217 5.08 2.32
ContiD3-15 0 8.55 9.98 135 101 0.67 29.33 0
ContiD4-15 179 B.52 15.44 0 ] 0 127 0
ContiD5-15 1.69 7.07 5.05 0 276 101 3.88 151
ContiD1-16 437 2.84 15.2 223 0.98 0.47 5.24 0
ContiD2-16 6.3 1.66 941 2.45 1.87 2.52 3.44 161
ContiD3-16 0 8.61 1111 1.66 331 0 13.36 101
ContiD4-16 4.09 13.52 14.53 179 ] 0 0.57 0
CaontiD5-16 1.27 7.55 4.88 0 ] 0.85 34 0
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ANEXO 14. Correlacion entre los metabolitos. Se descarto a 3-Cubebeno de los

andlisis posteriores.

L-a-Acetato de Bornilo

o
c
LY
=
9o
S
[
Q
o

B-Pineno
o-Cadineno
a-Cubebeno
B-Cubebeno
a-Muuroleno

Oxido de B-Cariofileno 08

a-Cariofileno 0.6

0.4
B-Pineno

0-Cadineno 0.4

L-a-Acetato de Bornilo

a-Cubebeno

B-Cubebeno
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