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RESUMEN 
 
La germinación es una etapa crítica en el ciclo de vida de las plantas ya que permite la 
continuidad entre las diferentes generaciones de una especie. Las semillas a su vez fungen como 
estructuras de resistencia a condiciones adversas y permiten la diseminación de los individuos en 
el tiempo y en el espacio. Estas características se ven afectadas por el proceso de maduración en 
la planta madre, así como la permanencia prolongada en almacenamiento en condiciones 
subóptimas de temperatura y humedad. El estudio de estas características y del proceso de 
germinación se ha estudiado ampliamente en especies modelo o en especies domesticadas. Sin 
embargo, estas especies pertenecen a un grupo reducido de familias de plantas, principalmente 
herbáceas de las familias Poaceae y Brassicaseae que tienen un ciclo de vida anual, que 
presentan latencia fisiológica y su hábitat original es de clima templado.  
 
En años recientes se ha hecho énfasis en la necesidad de ampliar la diversidad de especies 
estudiadas para tener una mejor representación de los procesos fisiológicos que ocurren durante 
la germinación en especies pertenecientes a otros ambientes y a otras familias de espermatofitas. 
En este trabajo se estudió la dinámica de germinación de las semillas de Ceiba aesculifolia, una 
especia arbórea de la familia Malvaceae y que habita en el bosque tropical caducifolio. Esta 
especie además presenta dos fenotipos de respuesta al tratamiento de acondicionamiento mátrico, 
el cual emula los ciclos de hidratación/deshidratación que ocurren en campo debidos a las lluvias 
esporádicas durante la estación seca. Se seleccionaron lotes colectados en distintos años y con 
respuesta contrastante al tratamiento para evaluar la dinámica de germinación así como los 
cambios asociados a la respuesta al acondicionamiento, a nivel transcriptómico y bioquímico. Se 
diseñó una estrategia de muestreo en función del contenido relativo de agua (CRA) de las 
semillas para la selección de estadios discretos durante el proceso de germinación. Esta estrategia 
consistió en pesar individualmente cada semilla durante la hidratación, usando el incremento en 
el peso fresco como referencia para estimar el CRA y registrar a su vez el CRA en el cual 
ocurren eventos característicos del proceso de germinación en semillas endospérmicas: ruptura 
de testa (TR) y ruptura de endospermo (G). Se seleccionaron cinco momentos fisiológicos 
representativos del proceso de hidratación asociados al cambio en el CRA (semilla seca, 16% 
CRA, 50% CRA, TR y G). Para el análisis transcriptómico se recurrió a un ensamble de novo por 
medio de secuenciación Illumina Hiseq2000 y del análisis de enriquecimiento de procesos 
biológicos comparando contra las categorías funcionales descritas en Arabidopsis thaliana. Los 
análisis bioquímicos incluyeron la cuantificación de lípidos almacenados, del contenido de ABA 
y la medición de la actividad relativa de pectin metil esterasas (PMEs) en diferentes estadios 
fisiológicos durante la germinación. 
 
La respuesta favorable al acondicionamiento (fenotipo positivo) se reflejó en una mejoría en la 
dinámica de germinación con respecto a semillas no tratadas. Esta mejoría estuvo acompañada 
de un reajuste a nivel de abundancia de transcritos asociados a diversos procesos biológicos 
fundamentales para la germinación. Sin embargo, el acondicionamiento no genera un programa 
de desarrollo distinto al programa de germinación, sino que favorece que ciertos procesos 
biológicos ocurran de manera coordinada. Asimismo, se detectaron 61 genes expresados 
diferencialmente en ciertos estadios del proceso, los cuales participan en diversas respuestas a 
estímulos ambientales, como estrés por patógenos, estrés osmótico y estrés oxidativo. A nivel 
bioquímico se observó una movilización temprana de los lípidos almacenados y una disminución 
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del contenido de ABA en las semillas secas post-tratamiento. Conforme progresó el proceso de 
germinación, las diferencias entre semillas tratadas y no tratadas disminuyeron. La actividad 
relativa de PME no fue afectada por el acondicionamiento; sin embargo, la dinámica de actividad 
relativa concuerda con lo reportado para otras especies modelo, indicando que el fenotipo 
positivo al acondicionamiento puede ser considerado como el patrón de germinación óptimo de 
C. aesculifolia. 
 
La respuesta negativa al acondicionamiento (fenotipo negativo) no mostró una mejoría en el 
desempeño germinativo con respecto a semillas no tratadas e incluso su desempeño fue menor 
comparado con los lotes con fenotipo positivo. En este fenotipo también se observó reajuste del 
transcriptoma en respuesta al tratamiento; sin embargo, estos cambios se ven opacados por el 
transcriptoma inicial de las semillas con fenotipo negativo. Este transcriptoma inicial fue el 
factor determinante del desempeño observado en ensayos subsecuentes. En comparación con el 
fenotipo positivo, las semillas con repuesta negativa al acondicionamiento muestran un 
transcriptoma similar a semillas en estadios tempranos de hidratación, además de presentar un 
enriquecimiento de procesos biológicos asociados a respuestas a estrés y metabolismo 
secundario. A nivel bioquímico, las semillas no tratadas con fenotipo negativo muestran un 
mayor contenido de ABA, el cual aumenta en estadios de hidratación previos al 50% de CRA. 
Este aumento podría estar asociado a una permanencia más prolongada en estadios de 
hidratación bajos, fase que fue aproximadamente 45% más prolongada en el fenotipo negativo 
con respecto al positivo. Asimismo, no se observó una movilización temprana de lípidos en 
respuesta al acondicionamiento. Estos resultados sugieren que la cuantificación de lípidos en la 
semilla seca post-tratamiento, en conjunto con los ensayos de germinación, pueden ser técnicas 
fáciles y rápidas para determinar si un lote será adecuado o no para el diseño de experimentos 
subsecuentes o su uso en la propagación de plantas requeridas para programas de restauración. 
 
Finalmente, en contraste con especies modelo o domesticadas, el estudio y conservación de 
especies silvestres debe priorizar la variabilidad genética y fisiológica de los lotes colectados 
para una especie dada. Esta variabilidad presenta una desventaja en el estudio de la germinación 
desde la estrategia de tiempo cronológico. La aproximación utilizada en este estudio, basada en 
el CRA, permitió el contraste de estadios discretos equivalentes entre lotes de semillas con 
dinámicas de germinación altamente variables. En otras especies silvestres también se han 
utilizado aproximaciones enfocadas en la selección de estadios discretos para asegurar la 
comparabilidad de los grupos evaluados. El uso del CRA como una estrategia de muestreo 
durante la germinación podría favorecer el diseño de ensayos posteriores a nivel fisiológico, 
genético y molecular en otras especies. 
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ABSTRACT 
 
Germination is a critical stage in the life cycle of plants as it allows continuity between the 
different generations of a species. The seeds in turn act as resistance structures to adverse 
conditions and allow the dissemination of individuals in time and space. These characteristics are 
affected by the maturation process in the mother plant, as well as prolonged storage in 
suboptimal conditions of temperature and humidity. The study of these characteristics and the 
germination process has been widely studied in model species or in domesticated species. 
However, these species belong to a reduced group of plant families, mainly herbaceous of the 
Poaceae and Brassicaseae families that have an annual life cycle, present physiological 
dormancy, and thrive in temperate habitats. 
 
In recent years, emphasis has been placed on the need to expand the diversity of species studied 
to have a better representation of the physiological processes that occur during germination in 
species belonging to other environments and to other families of spermatophytes. In this work, 
the germination dynamics of the seeds of Ceiba aesculifolia, an arboreal species of the 
Malvaceae family that inhabits the tropical deciduous forest, was studied. This species also 
presents two phenotypes of response to the matric conditioning treatment, which emulates the 
hydration/dehydration cycles that occur in the field due to sporadic rains during the dry season. 
Lots collected in different years and with contrasting response to treatment were selected to 
evaluate the germination dynamics as well as the changes associated with the response to 
conditioning, at the transcriptomic and biochemical level. A sampling strategy was designed 
based on the seeds relative water content (RWC) for the selection of discrete stages during the 
germination process. This strategy consisted of individually weighing each seed during 
imbibition, using the increase in the fresh weight as a reference to estimate the RWC and in turn 
record the RWC in which two characteristic events of the germination process of endospermic 
seeds take place: the moment of testa rupture (TR) and endosperm rupture (G). Five 
representative physiological moments of the hydration process associated with the change in 
CRA (dry seed, 16% RWC, 50% RWC, TR and G) were selected. For the transcriptomic 
analysis, a de novo assembly was used by means of Illumina Hiseq2000 sequencing and the 
enrichment analysis of biological processes, comparing against the functional categories 
described in Arabidopsis thaliana. The biochemical analyzes included the quantification of stored 
lipids, ABA content and the measurement of the relative activity of pectin methyl esterases 
(PMEs) at different physiological stages during germination. 
The favorable response to priming was reflected in an improvement in the germination 
performance with respect to untreated seeds. This improvement was accompanied by a fine 
adjustment of the transcriptome of the germinating seeds. This fine tuning of the transcriptome 
generated a readjustment of several fundamental biological processes for germination; however 
it does not generate a different development program. Likewise, 61 differentially expressed 
genes were detected in certain stages of the process, which participate in responses to 
environmental stimuli, such as stress by pathogens, osmotic stress and oxidative stress. At the 
biochemical level, early mobilization of stored lipids and a decrease in ABA content were 
observed in the treated dry seeds. As the germination process progressed, the differences 
between treated and untreated seeds decreased. The relative activity of PME was not affected by 
priming, however the PME activity agrees with that reported for other model species, indicating 
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that the positive response to priming can be considered as the optimal germination pattern of C. 
aesculifolia seeds. 
 
The negative response to priming did not show an improvement in the germination performance 
with respect to untreated seeds and its performance was even lower compared to the lots with a 
positive phenotype. In this phenotype, a fine adjustment of the transcriptome was also observed 
in response to treatment; however these changes are overshadowed by the initial transcriptome of 
seeds with a negative phenotype. This initial transcriptome was the determining factor for the 
performance observed in subsequent trials. In contrast to the positive phenotype, seeds with a 
negative response to priming show a transcriptome similar to seeds in early stages of hydration, 
in addition to presenting an enrichment of biological processes associated with responses to 
stress and secondary metabolism. At the biochemical level, untreated seeds with a negative 
phenotype show a higher content of ABA, which increases in hydration stages prior to 50% 
RWC. This increase could be associated with a longer stay in low hydration stages, a phase that 
was approximately 45% longer in the negative phenotype compared to the positive one. Also, 
early lipid mobilization in response to priming was not observed. These results suggest that lipid 
quantification in the post-treatment dry seed, in conjunction with germination tests, can be quick 
and easy techniques to determine whether or not a seed batch will be suitable for the design of 
subsequent experiments or its use for the plant propagation required in restoration programs. 
 
Finally, in contrast to model or domesticated species, the study and conservation of wild species 
must prioritize the genetic and physiological variability of the seed batches collected for a given 
species. This variability presents a disadvantage in the study of germination based on sample 
collection over chronological time. The approach used in this study, based on the seed RWC, 
allowed the contrast of equivalent discrete stages between seed batches with highly variable 
germination performances. In other wild species, approaches focused on the selection of discrete 
stages have also been used to ensure comparability of the groups evaluated. The use of the RWC 
as a sampling strategy during germination could favor the design of subsequent tests at the 
physiological, genetic and molecular levels in other species. 
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INTRODUCCIÓN GENERAL 
 
La germinación es un proceso complejo en el cual intervienen una amplia gama de factores 
genéticos, endógenos y ambientales (Joosen et al., 2013). Este proceso comienza con la 
absorción de agua, que desencadena de manera progresiva los procesos celulares necesarios para 
completar la germinación y el establecimiento de la nueva planta (Rosental et al., 2014).  
 En general, las semillas son fundamentales para facilitar la producción de especies de 
interés agrícola, medicinal, textil, etc. (Vázquez-Yañes y Batis, 1996). Las semillas proveen la 
continuidad entre las generaciones de plantas y contribuyen en la distribución de nuevos 
individuos en el tiempo y el espacio (Moreira de Carvahlo y Nakagawa, 1988; Fenner y 
Thompson, 2005). Algunas semillas pueden permanecer por periodos largos de tiempo como 
parte del banco de semillas o almacenadas ex situ, con posibilidad de ir perdiendo viabilidad. El 
desempeño germinativo de estas semillas puede mejorarse con tratamientos pre-germinativos de 
acondicionamiento, que consisten en someter a las semillas a uno o varios ciclos de hidratación 
controlada seguida de un proceso de deshidratación (Varier et al., 2010). Los tratamientos de 
acondicionamiento han sido ampliamente utilizados para mejorar el desempeño germinativo de 
especies de interés agrícola y con fines de restauración. Sin embargo, las semillas almacenadas 
de manera prolongada pueden perder la capacidad de responder favorablemente a este 
tratamiento. La comprensión de los procesos fisiológicos que ocurren en las semillas antes y 
durante la germinación y en respuesta a los estímulos del medio permite mejorar el manejo de las 
especies de interés.  
 Las semillas son particularmente útiles para el inicio del análisis del transcriptoma de 
plantas silvestres utilizando técnicas de secuenciación masiva, ya que tanto los transcritos 
almacenados en semilla como los inducidos durante el proceso germinativo abarcan un espectro 
muy amplio de categorías funcionales y programas de desarrollo de la planta. Las técnicas de 
secuenciación masiva también permitirán analizar con mayor precisión el cambio en la expresión 
génica durante la toma de agua de las semillas con diferente grado de deterioro y establecer una 
correlación en función del desempeño germinativo. 
 La germinación es un proceso trifásico dirigido por la absorción de agua en los tejidos de 
la semilla (Bewley, 1997). La fase 1 de la germinación se caracteriza por una absorción rápida de 
agua. En la fase 2 se mantiene relativamente constante el contenido de agua, hasta la transición a 
la fase 3, donde ocurre nuevamente un incremento en el contenido de agua hasta que protruye la 
radícula a través de las cubiertas seminales (Bewley, 1997). En las semillas endospérmicas de 
angiospermas la germinación se presenta en dos etapas, siguiendo el mismo patrón trifásico de 
absorción de agua. La primera etapa comprende la fase 1 de absorción rápida de agua hasta la 
ruptura de la testa, en un punto intermedio de la fase 2 descrita por Bewley. La ruptura de la testa 
marca el inicio de la segunda etapa continuando hasta la ruptura del endospermo, proceso que 
determina el final de la germinación (protrusión de la radícula; Dekkers et al., 2013).  
 A nivel transcripcional, la germinación depende de la calidad y abundancia de los 
transcritos acumulados durante el desarrollo de la semilla, que a su vez dependen de las 
condiciones de crecimiento experimentadas por la planta madre (Rajjou et al., 2012). En 
transcriptomas de semillas secas, principalmente de especies modelo y/o domesticadas como 
Arabidopsis thaliana (Arabidopsis), Hordeum vulgare y Oryza sativa se han reportado entre 
12,000 y 17,000 mRNAs (Nakabayashi et al., 2005; Narsai et al., 2011; Rajjou et al., 2012; 
Dekkers et al., 2013; Howell et al., 2009). Los análisis comparativos del transcriptoma entre 
semillas secas y sometidas a distintos tiempos de hidratación indican que los cambios en la 



 

 2 

abundancia de mRNAs y metabolitos durante la germinación ocurren en función del tiempo de 
hidratación de la semilla, el tejido estudiado y el estado fisiológico de la semilla (Howell et al., 
2009; Maia et al., 2011; Dekkers et al., 2013).  
 Dekkers y colaboradores (2013) describieron las diferencias en categorías funcionales y 
procesos biológicos entre los transcriptomas del eje embrionario y del endospermo en semillas 
de Arabidopsis, analizados en diferentes tiempos de hidratación. Este trabajo sugiere dos 
momentos fisiológicos importantes en la semilla. El primero comprende la transición del estado 
seco a la reactivación del metabolismo previo al rompimiento de la testa. El segundo momento 
fisiológico está asociado con la transición hacia plántula, donde se inicia la regulación 
transcriptómica de los procesos biológicos que no son fundamentales para la germinación, pero 
que permitirán el establecimiento de la plántula. El estadio fisiológico correspondiente a la 
ruptura de testa fue considerado por los autores como el momento fisiológico que presenta los 
cambios más relevantes para la germinación. Durante el proceso de germinación ocurre un 
recambio importante de transcritos: los genes relacionados con el desarrollo y maduración de la 
semilla se degradan, mientras se induce la transcripción de otros genes necesarios durante la 
germinación (Dekkers et al., 2013). Por otro lado, el tiempo en almacenamiento favorece la 
degradación de los transcritos contenidos en las semillas, causando alteraciones en el desempeño 
germinativo (Rajjou et al., 2012). 
 Asimismo, el desempeño germinativo puede modificarse a través de tratamientos pre-
germinativos conocidos colectivamente como acondicionamiento (Paparella et al., 2015). 
Existen diversas estrategias para implementar este acondicionamiento, pero fundamentalmente 
implican la hidratación de las semillas para inducir el programa de germinación, seguida de una 
deshidratación para prevenir la protrusión de la radícula. Posterior a este tratamiento, las semillas 
se colocan en condiciones adecuadas para la germinación, favoreciendo una germinación rápida 
y sincrónica en comparación con semillas no tratadas (Paparella et al., 2015). El análisis del 
transcriptoma de semillas de Brassica oleracea sometidas a osmoacondicionamiento (Soeda et 
al., 2005) reveló que durante este tratamiento se inducen algunos de los procesos tempranos de la 
germinación correspondientes al primer momento fisiológico descrito por Dekkers y 
colaboradores (2013). La implementación de los tratamientos de acondicionamiento es un 
proceso laborioso especie-específico que implica ensayo y error para poder optimizar la técnica, 
ya que una misma técnica puede tener efectos diferentes dependiendo de la especie o el lote 
utilizando. Asimismo, se desconoce cuál es el mecanismo por medio del cual el 
acondicionamiento favorece un cambio en los procesos que ocurren durante la germinación y su 
relación con los efectos que se observan en la dinámica de germinación: sincronía, menor tiempo 
medio de germinación, porcentajes finales de germinación más elevados, entre otros (Paparella et 
al., 2015). A pesar de estas incógnitas, los tratamientos de acondicionamiento se utilizan 
habitualmente para mejorar el establecimiento de especies de interés agrícola. Además, muchas 
especies silvestres experimentan estos ciclos de hidratación y deshidratación de manera natural 
durante la permanencia de las semillas en el suelo (denominado como acondicionamiento 
natural). Los efectos benéficos del acondicionamiento natural han sido demostrados en diversas 
especies nativas de México como son Wigandia urens (Gamboa deBuen et al., 2006; González 
Zertuche et al., 2001), Tecoma stans, Cordia megalantha (Alvarado López et al., 2014), Albizia 
saman, Cedrela odorata, Enterolobium cyclocarpum y Swietenia macrophylla (Peraza Villarreal 
et al., 2018), así como en Ceiba aesculifolia (Alvarado López, 2012). En el caso de C. 
aesculifolia también se ha reportado que las semillas almacenadas en el laboratorio pueden 
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perder la capacidad de responder de manera favorable al acondicionamiento mátrico (Gómez 
Maqueo, 2014). 

Ceiba aesculifolia (Kunth) Britten y Baker F. (Malvaceae), conocido como ceiba o 
pochote es un árbol de hasta 15m de altura, hermafrodita y caducifolio. Es una especie originaria 
de las regiones tropicales subhúmedas de América, y produce abundante algodón sedoso color 
marfil en el cual se encuentran inmersas las semillas (Pennington y Sarukhán, 1998; Niembro et 
al., 2010). A diferencia de otras especies del género Ceiba, C. aesculifolia florece al final de la 
temporada de secas y los frutos se retienen en la planta madre casi un año, hasta la siguiente 
estación seca (Lobo et al., 2003). La liberación de las semillas hasta la siguiente temporada de 
secas implica que las semillas permanecen en el suelo varios meses antes de la temporada de 
lluvias, tiempo durante el cual pueden estar sometidas a ciclos de acondicionamiento natural 
debidos a lluvias esporádicas (Alvarado-López, 2012). Las semillas de esta especie muestran una 
respuesta al almacenamiento de tipo ortodoxo (Royal Botanic Gardens Kew, 2020) y son 
relativamente grandes, permitiendo obtener diversas mediciones a nivel individual (Garciadiego, 
2014).  

Dado que es una especie pionera-secundaria se considera adecuada para restauración de 
zonas perturbadas (Alvarado-López, 2012). Asimismo, diversos estudios han mostrado que C. 
aesculifolia es resistente a condiciones estresantes del suelo como con las altas temperaturas y la 
sequía debido a que tiene la capacidad de retener agua en sus tejidos (Encino Ruiz et al., 2013; 
Hernández Gómez, 2010; Valle Díaz et al., 2009). 
 Los estudios a nivel genético y molecular en esta especie han reportado cambios en la 
abundancia y diversidad de transcritos almacenados en semillas sometidas a acondicionamiento 
mátrico, utilizando microarreglos heterólogos para comparar la abundancia y diversidad de estos 
transcritos entre semillas tratadas y no tratadas, usando como referencia el genoma completo de 
Arabidopsis (Gómez-Maqueo, 2014). Este tipo de análisis se considera adecuado para especies 
cuyo genoma no ha sido secuenciado. El estudio de Gómez-Maqueo (2014) mostró que las 
semillas  de C. aesculifolia deterioradas por almacenamiento prolongado, estudiadas en el estado 
seco previo al inicio del programa de germinación, presentaron diferentes respuestas al 
acondicionamiento mátrico. Los lotes almacenados de semillas que responden favorablemente a 
este tratamiento presentaron una mejoría en el porcentaje final de germinación, el cual también 
fue equivalente al porcentaje reportado cuando fueron colectadas. Sin embargo, el desempeño 
germinativo no es afectado por el tratamiento en todos los lotes analizados de semillas 
deterioradas, presentándose casos en los que un lote que respondía favorablemente perdió la 
capacidad de responder al tratamiento. Dado que el mismo estímulo generó diferencias notables 
en la respuesta de las semillas de C. aesculifolia tanto a nivel fisiológico como bioquímico y 
molecular, es importante determinar si estos cambios también ocurren durante el proceso de 
hidratación. C. aesculifolia ofrece la ventaja de tener semillas grandes de fácil manipulación que 
permite conocer el contenido de humedad semilla por semilla. Garciadiego (2014) observó en un 
estudio preliminar que las semillas acondicionadas se hidratan en menor tiempo que las semillas 
no tratadas y que el CRA se puede utilizar como un indicador del momento fisiológico de la 
semilla. Estos cambios en el CRA podrían ser independientes del tiempo cronológico de 
hidratación, permitiendo el contraste de lotes con velocidades distintas de progresión del 
programa de germinación. 
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HIPÓTESIS 
 
Dado que el contenido relativo de agua de la semilla aumenta de manera controlada durante la 
germinación, la selección de muestras de semillas en función del contenido relativo de agua de 
cada semilla reflejará la progresión del programa de germinación a nivel genético y molecular. 
Esta aproximación permitirá el análisis de las diferencias existentes entre lotes con diferente 
desempeño germinativo a través del contraste de estadios fisiológicos equivalentes, a pesar de la 
variabilidad en el tiempo cronológico del programa de germinación que se puedan derivar del 
año de colecta o del pre-tratamiento aplicado a las semillas. 
 

OBJETIVO GENERAL 
 
Correlacionar los cambios en el desempeño germinativo generados a partir del 
acondicionamiento mátrico con cambios a nivel molecular, por medio de análisis de la 
abundancia de transcritos presentes en las semillas de Ceiba aesculifolia en distintos estados de 
hidratación (contenido relativo de agua, CRA), descriptivos de los estados fisiológicos que 
marcan la transición entre las fases de la germinación, ruptura de la testa y de endospermo. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 
 

1. Establecer si las diferentes fases de hidratación ocurren en función de valores específicos 
y reproducibles de CRA. 

2. Correlacionar el cambio en la abundancia de transcritos de genes asociados a la 
modificación de la pared celular con cambios en la actividad de pectin metil esterasas, 
durante la germinación.  

3. Correlacionar el cambio en la abundancia de transcritos de genes asociados al 
metabolismo de lípidos con cambios en el contenido de éstos durante la germinación. 

4. Comprobar los cambios en abundancia de transcritos de los genes relacionados con la 
movilización de lípidos de reserva y modificación de la pared celular en las semillas de 
Ceiba aesculifolia en respuesta al acondicionamiento mátrico. 

5. Determinar si la pérdida de respuesta favorable al acondicionamiento mátrico de las 
semillas almacenadas de C aesculifolia está relacionada con un cambio en la dinámica de 
hidratación. 

 

MATERIAL Y MÉTODOS 
 
Especie de estudio 
Ceiba aesculifolia (Kunth) Britten y Baker F. (Malvaceae), conocido como ceiba o pochote es un 
árbol monopódico, caducifolio de hasta 15m de alto y hermafrodita. Presenta hojas digitado-
compuestas, flores terminales, solitarias o geminadas en las puntas de ramas cortas. Es una 
especie pionera-secundaria, originaria de las regiones tropicales subhúmedas de América, y su 
distribución en México abarca desde la costa de Sinaloa hasta Oaxaca y el sur de Chiapas, en la 
cuenca del Balsas en Puebla, México, Morelos, Guerrero y Michoacán, hasta Yucatán y 
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Quintana Roo (Pennington y Sarukhán, 1998; Niembro et al., 2010). La especie es resistente a 
condiciones ambientales como alta radiación solar y suelos poco profundos con poca retención 
de agua, situaciones comunes en zonas perturbadas por actividad humana (Herrerías-Diego et al., 
2005; Velázquez-Rosas et al., 2017). Sus semillas muestran una respuesta al almacenamiento de 
tipo ortodoxo (Royal Botanic Gardens Kew Seed Information Database, 2020) y son capaces de 
responder a tratamientos pre-germinativos de acondicionamiento (Alvarado-López, 2012; 
Garciadiego, 2014; Gómez Maqueo, 2014). Actualmente en México la fibra de las diferentes 
especies de Ceiba se utiliza localmente como material para el relleno de almohadas o cojines y 
las semillas son consumidas por la población (Avendaño et al., 2006). Las fibras provenientes de 
diferentes especies del género Ceiba pueden tener usos importantes en la industria (Zheng et al., 
2015). Estas fibras son resistentes y con alta capacidad de flotación por lo que pueden ser 
utilizadas como aislantes térmicos y sonoros (Dewey, 1943). Particularmente la fibra de C. 
pentandra ha sido muy estudiada; cada fibra es una única célula hueca y lignificada que le 
confiere las propiedades hidrofóbicas y oleofílicas adecuadas para ser utilizada en diferentes 
procesos industriales para equipo de flotación y como aislante, y más recientemente, en la 
absorción de compuestos hidrofóbicos como petróleo y aceites. También se ha propuesto la 
aplicación de la fibra en producción de bioetanol (Zheng et al., 2015).  

 
Sitio de colecta y manipulación del material vegetal 
Se colectaron frutos maduros de 10 a 13 individuos de C. aesculifolia por año, en febrero de 
2012, 2014, 2015 y diciembre 2015 en la localidad de “Trapiche del Rosario y Chicuasén”, 
dentro del municipio de Actopan, en el estado de Veracruz (México, latitud: 19.5426, longitud: -
96.7401, 479 m s.n.m.). Los frutos fueron trasladados a la Ciudad de México, donde se esperó 
hasta que los frutos secaran y las semillas fueran liberadas. Los frutos colectados en febrero de 
2015 se subdividieron en función de la morfología del fruto: frutos compactos y esféricos (lote 
2015-1) y frutos ovalados y alargados (lote 2015-2). Ese mismo año, en diciembre, se colectó un 
segundo lote de frutos, debido a una floración y fructificación temprana. Este lote se consideró, y 
será referido en el texto, como la colecta de la temporada correspondiente al año 2016. Así 
mismo, este lote de frutos se subdividió en función del morfotipo de los frutos (esféricos: lote 
2016-1; alargados: lote 2016-2). Todos los lotes se almacenaron en el laboratorio a temperatura 
ambiente (23-27 °C), en sobres de papel dentro de contenedores de cartón corrugado, hasta el 
momento de realizar los experimentos correspondientes a partir del año 2015, momento en el 
cual los lotes 2012 y 2014 habían permanecido en almacenamiento cinco y un año 
respectivamente. Los lotes de 2015 y 2016 se analizaron el mismo año de colecta, después de un 
periodo de almacenamiento en seco de 30 días post-liberación de las semillas, el cual se requiere 
para eliminar los remanentes de latencia primaria que presentan las semillas (Gómez-Maqueo, 
2014). Finalmente, el lote de 2014 se analizó en una segunda ocasión, al cabo de tres años en 
almacenamiento y será referido en el texto como “lote 2014-3y”. En el cuadro 1 se muestra un 
listado de los lotes utilizados en esta tesis. 
 
Cuadro 1. Listado de lotes referidos en el texto, año de colecta, características relevantes y año 
de procesamiento. 
Nombre del lote Año de colecta Características relevantes Año de 

procesamiento 

2012 Febrero 2012 
Semillas caracterizadas en Garciadiego (2012). 

Permanecieron cinco años en almacenamiento al 
momento de realizar los análisis pertinentes a la 

2017 
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presente tesis doctoral. 

2014 Febrero 2012 

Semillas caracterizadas en Garciadiego (2012). 
Permanecieron un año en almacenamiento al momento 

de realizar los análisis pertinentes a la presente tesis 
doctoral. 

2015 

2014-3y Febrero 2012 

Semillas caracterizadas en Garciadiego (2012). 
Permanecieron tres años en almacenamiento al 
momento de realizar los análisis pertinentes a la 

presente tesis doctoral. 

2017 

2015-1 Febrero 2015 
Semillas colectadas y caracterizadas para los fines de la 
presente tesis doctoral. Semillas provenientes de frutos 

compactos y esféricos 
2015 

2015-2 Febrero 2015 
Semillas colectadas y caracterizadas para los fines de la 
presente tesis doctoral. Semillas provenientes de frutos 

largos y alargados 
2015 

2016-1 Diciembre 2015 
Semillas colectadas y caracterizadas para los fines de la 
presente tesis doctoral. Semillas provenientes de frutos 

compactos y esféricos 
2016 

2016-2 Diciembre 2015 
Semillas colectadas y caracterizadas para los fines de la 
presente tesis doctoral. Semillas provenientes de frutos 

largos y alargados 
2016 

2017-1 Diciembre 2016 
Semillas colectadas y caracterizadas para los fines de la 
presente tesis doctoral. Semillas provenientes de frutos 

compactos y esféricos 
2017 

2017-2 Diciembre 2016 
Semillas colectadas y caracterizadas para los fines de la 
presente tesis doctoral. Semillas provenientes de frutos 

largos y alargados 
2017 

2018-1 Febrero 2018 
Semillas colectadas y caracterizadas para los fines de la 
presente tesis doctoral. Semillas provenientes de frutos 

compactos y esféricos 
2018 

2018-2 Febrero 2018 
Semillas colectadas y caracterizadas para los fines de la 
presente tesis doctoral. Semillas provenientes de frutos 

largos y alargados 
2018 

  
Para generar las muestras utilizadas en todos los ensayos descritos en este trabajo se 

combinaron las semillas provenientes de cada árbol muestreado por año de colecta, procurando 
que tuvieran la misma proporción de semillas y asegurar la representatividad de cada planta 
parental. Todas las semillas usadas se revolvieron en una charola amplia para asegurar que las 
semillas no se agruparan por tamaño al momento de la selección. Después de mezclarlas se 
separaron entre tratamientos (control y acondicionadas) y se dosificaron en función de los 
requerimientos de cada experimento. 
 
Acondicionamiento mátrico 
Las semillas de los seis lotes descritos anteriormente se colocaron dentro de bolsas de organza, 
las cuales se enterraron durante dos días en macetas con suelo estéril, humedecido a capacidad de 
campo (Gómez Maqueo, 2014). Las macetas se mantuvieron en oscuridad y a 25°C. 
Posteriormente se exhumaron las semillas y se dejaron secar entre hojas de papel durante dos 
días más, en oscuridad y a 25°C. Una vez concluido el tratamiento, se congelaron muestras de 
semillas con y sin acondicionar para los análisis posteriores y se denominaron como tiempo cero 
“T0” de cada ensayo. Estas muestras se mantuvieron a -70 °C hasta el momento de su utilización.  
 
Prueba de germinación  
Se utilizaron 150 semillas por tratamiento repartidas en 5 réplicas de 30 semillas. Se comparó el 
desempeño germinativo de semillas sometidas a el tratamiento de acondicionamiento mátrico 
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contra semillas sin tratar (control) y de determinó si los lotes presentaban un fenotipo de 
respuesta “positiva”, “sin respuesta”, o “negativa” al tratamiento. Las semillas se germinaron en 
placas de agar al 1%, incubadas en una cámara de germinación LAB-LINE Biotronette (LAB-
LINE Instruments Inc.) a 25 °C, con fotoperiodo 12h luz/12h oscuridad. Se registró la 
germinación acumulada por día, durante 20-25 días, considerando a una semilla como germinada 
en el momento de protrusión de la radícula a través del endospermo (Gómez Maqueo, 2014). En 
la figura 1 se muestra una síntesis del proceso general utilizado para manejar los tratamientos 
usados en cada lote colectado. 
 

 
Figura 1. Diagrama del procedimiento general utilizado para el tratamiento de acondicionamiento mátrico (panel superior 
izquierdo), la colecta de muestras utilizadas en los análisis de la dinámica de hidratación y los análisis moleculares (panel 
superior derecho) y el desempeño germinativo (panel inferior). Esta estrategia se repitió con cada uno de los lotes mencionados 
en este trabajo. Abreviaturas: C, control; A: acondicionamiento; CRA, contenido relativo de agua; T0, semilla seca; TR, ruptura 
de testa; G, germinación. Los estadios fisiológicos mostrados en el gráfico de la dinámica de hidratación corresponden a los 
puntos de muestreo. 
 
Análisis estadísticos de la germinación 
Se hizo una transformación arcoseno del porcentaje de germinación. Posteriormente se ajustó a 
una curva sigmoide con la función y=a/(1+b(-cx)). Para el análisis de germinación se obtuvieron 
los siguientes valores: inicio (día al que se presenta el 1% de germinación), índice de 
germinación (primera derivada máxima), tiempo medio (día al cual se alcanza el 50% de 
germinación) y porcentaje final de germinación (Alvarado López, 2012). Se evaluó si existían 



 

 8 

diferencias significativas entre semillas con y sin acondicionamiento mátrico, por medio de una 
prueba de t de Student. Todos los análisis estadísticos se hicieron usando los programas Table 
Curve 2D v. 5.01 y SigmaPlot v. 11.0. 
 
Análisis histológico 
Se seleccionaron al azar tres semillas de cada lote y tratamiento y se fijaron en una solución FAA 
(formaldehído, alcohol, ácido acético, agua proporción 2:10:1:7) durante al menos 24h. Las 
muestras fijadas en FFA se trasladaron a la Unidad de Microscopía de la Unidad de Servicio de 
Apoyo a la Investigación y a la Industria (USAII) UNAM. Posteriormente se deshidrataron en 
series de alcohol y se embebieron en paraplast (Para Pro, Paraffin). Se realizaron secciones 
longitudinales y transversales de 10 µm en microtomo (RMC, MR3). Las secciones se tiñeron 
con safranina-verde rápido (Márquez et al., 2016). Las imágenes se obtuvieron usando un 
microscopio Olympus BX51. Se seleccionaron dos imágenes representativas de la anatomía de la 
semilla de C. aesculifolia. 
 
Análisis de la dinámica de hidratación de las semillas 
Se determinó el contenido de humedad inicial de la semilla seca en cada lote a partir de 15 
semillas seleccionadas al azar. Las semillas se pesaron de manera individual y posteriormente se 
secaron en estufa a 100 °C durante 24 horas. El contenido de humedad se calculó con la siguiente 
fórmula:  

(1) CH= ((i-d)/d) 100  
Donde i es el peso inicial de la semilla y d es el peso después del secado. Estos contenidos de 

humedad se promediaron y se utilizaron como la línea base para calcular el contenido relativo de 
agua (CRA) de cada semilla durante la hidratación. Posteriormente, se seleccionaron otras 15 
semillas por lote y tratamiento para generar las curvas modelo del proceso de hidratación. Para 
estas semillas, se registró el peso inicial y se colocaron placas de agar al 1% y se incubaron en 
una cámara de germinación a 25 °C y fotoperiodo 12:12 h luz:oscuridad. Se realizaron registros 
periódicos del cambio en el peso de cada semilla durante el tiempo necesario para completar la 
germinación. Dado que la dinámica de hidratación de las semillas de C. aesculifolia presenta 
varias fases en función de la velocidad a la que se hidratan, las mediciones se realizaron en 
intervalos de tiempo que variaron entre una y tres horas en las fases de hidratación rápidas, y 
entre cuatro y 12 horas en las fases de hidratación lenta. El CRA se calculó con la siguiente 
fórmula: 

(2) CRA= CH + ((w-i)/i) 100 
Donde CH es el promedio del contenido de humedad de la semilla seca de un lote dado, i es 

el peso inicial de una semilla dada y w es el peso dinámico de esa semilla durante el proceso de 
hidratación. También se registró el CRA en el momento en el que se observó la ruptura de testa 
(TR) y cuando protruyó la radícula (G). Para generar la curvas modelo se utilizó el programa 
Table Curve 2D para seleccionar la ecuación que se ajustara mejor a la dinámica promedio de 
cada lote y tratamiento. 
 
Colecta de muestras en función del CRA 
Se seleccionaron 90 semillas para cada lote-tratamiento y se dejaron hidratar en las condiciones 
descritas anteriormente. Se realizaron mediciones periódicas del cambio en el CRA y se 
colectaron las semillas que presentaron un CRA específico (10%, 16%, 20% y 50%), en función 
del patrón observado en las curvas modelo de la dinámica de hidratación. Dado que no es posible 
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determinar el contenido de humedad específico de cada semilla sin destruir la muestra por medio 
de secado, se utilizó el CH promedio ± una desviación estándar y el cambio en el peso de cada 
semilla como el criterio para determinar si una semilla dada era elegible para la colecta. 
Asimismo, se colectaron semillas en el momento fisiológico de TR o G y se registró el CRA. 
Cada semilla colectada se inspeccionó visualmente, para esto se removió manualmente la testa y 
se observó que no presentaran signos de deterioro o degradación por actividad microbiana. 
Finalmente, las semillas se congelaron en nitrógeno líquido y se almacenaron a -80 °C hasta el 
momento de ser procesadas. 
 
Extracción de RNA  
Se utilizó el protocolo de extracción de Li y Trick (2005), el cual fue desarrollado para 
extracción de RNA a partir de semillas con contenido elevado de almidón (Anexo 1). Se 
cuantificó el rendimiento de cada extracción en un espectrofotómetro NanoDrop y se verificó 
que el grado de pureza de cada muestra estuviera en el intervalo del 1.98-2.01 de la relación 
260/280 nm en el espectro de absorción. Asimismo, se evaluó la integridad del RNA por medio 
de una electroforesis en gel de agarosa al 1% para observar la presencia de las dos bandas 
correspondientes al RNA ribosomal. 
 
Secuenciación y ensamble de los transcriptomas de la semilla de C. aesculifolia. 
Las muestras de RNA se trasladaron a la Unidad Universitaria de Secuenciación Masiva y 
Bioinformática (UUSMB) del Instituto de Biotecnología UNAM donde fueron procesadas por el 
personal de dicha unidad. Se construyeron bibliotecas de cDNA para secuenciación por medio de 
tecnología Illumina HiSeq2000 según las instrucciones del fabricante (Illumina, San Diego, CA, 
USA). Los análisis de calidad inicial se realizaron con kits Qubit2.0 y con un Bioanalyzer 2100, 
previo a la construcción de cada biblioteca. Se realizaron dos ensambles de novo en dos corridas 
independientes usando Trinity v2.1.1 (Grabherr et al., 2011; Haas et al., 2013). Para ambas 
corridas se utilizó una aproximación multiplex para cargar las bibliotedas correspondientes en las 
laminillas utilizadas. Se obtuvo un total de 1,165,201,460 lecturas pareadas de 100pb entre los 
dos ensambles. Posteriormente se eliminaron los adaptadores de Illumina usando la herramienta 
Trimmomatic y se verificó la calidad de las lecturas usando FASTQC. A partir de este análisis de 
calidad, se decidió recortar las lecturas a 75 pb para asegurar que todas las bases presentaran una 
calidad mínima de Q20. Los transcriptomas globales presentaron 117,920 y 398,598 secuencias 
ensambladas, respectivamente. Los resultados de calidad de la secuenciación y ensamble se 
presentan en los anexos 2 y 3. 
 
Identificación de los transcritos para su clasificación funcional  
Se utilizaron los programas Trinotate y transdecoder. En Trinotate se realizó una búsqueda por 
homología contra bases de datos de proteínas (BLAST+/SwissProt) y dominios de proteínas 
(HMMER/PFAM). Se identificaron tanto secuencias propias de C. aesculifolia como de 
organismos contaminantes dentro de cada biblioteca. Se usó transdecoder para obtener regiones 
codificantes de al menos 100 aminoácidos, en seis marcos de lectura. Se realizó un BLASTP 
para seleccionar el marco de lectura correcto para cada secuencia, utilizando una base de datos 
local que contenía secuencias de proteínas de tres especies de la familia Malvaceae: Herrania 
umbratica, Durio zibethinus y Theobroma cacao, así como de la especie modelo Arabidopsis. 
También se realizó un BLASTP contra especies representativas de los contaminantes detectados 
con Trinoate: Mus musculus, los pangenomas de Pseudomonas aeruginosa y Saccharomyces 
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cerevisiae, Trichoderma reesei, Fusarium fujikuroi, F. verticillioides y Diplodia corticola. Se 
eliminaron aquellas secuencias que tuvieron mayor similitud a alguno de los organismos 
contaminantes. Al resto de las secuencias se les asignó el nombre de la mejor secuencia 
correspondiente a alguna de las especies de malváceas, y también un locus-tag correspondiente al 
gen con mejor similitud en Arabidopsis. Los criterios de asignación comprendieron un 
porcentaje de similitud del 40% en al menos el 60% de la longitud total del transcrito de C. 
aesculifolia. En total se detectaron 166,491 secuencias (34,274 en el primer ensamble, 132,271 
en el segundo ensamble) de C. aesculifolia, de las cuales alrededor del 90% presentaron similitud 
con Arabidopsis.  

Posteriormente se realizó una validación de la identificación de cada transcrito realizada 
con Trinnotate y transdecoder, así como de la integridad estructural de cada transcrito. Para esto 
se corroboró que el marco de lectura seleccionado para cada secuencia estuviera completo, es 
decir, que contara con los codones de inicio y término, flanqueados por posibles regiones UTR 
en el extremo 5’ y 3’. Se realizó una inspección manual de las secuencias parciales que 
presentaban un extremo 5’ “abierto” (secuencias donde el algoritmo de transdecoder no había 
logrado distinguir entre el inicio de la región codificante y la región UTR). Para este paso se 
realizó un BLASTP contra la base de datos no-redundante de proteínas del NCBI y se buscó 
evidencia de la presencia del condón de inicio en los alineamientos resultantes. Se consideraron 
como secuencias estructuralmente completas todas aquellas secuencias 5’ abiertas para las que se 
encontró evidencia de codón de inicio. El resto de las secuencias 5’, así como secuencias con 
extremo 3’ abierto o secuencias parciales se descartaron de los análisis de expresión diferencial. 
Finalmente, el conjunto de las secuencias se agrupó en función de los loci tags de Arabidopsis y 
se agruparon las lecturas asignadas a cada secuencia para los análisis posteriores. El análisis de la 
proporción de lecturas por millón, por gen, se muestra en el anexo 4. 
 
Análisis de expresión diferencial y clasificación funcional 
Se utilizaron dos estrategias para evaluar el cambio en la expresión durante la germinación. Por 
un lado, se realizó un análisis exploratorio de los datos, considerando cada estadio fisiológico 
como unidades discretas, utilizando la plataforma en línea IDEAMEX (Jiménez-Jacinto et al., 
2019). Esta plataforma permitió implementar de manera simultánea cuatro algoritmos distintos: 
EdgeR, Limma, DESeq2 y NOISeq. Primero se realizó un análisis de componentes principales 
(PCA) sobre los datos normalizados. Estos análisis previos permitieron observar los patrones 
generales de agrupamiento de las muestras en función de los lotes, tratamientos y momentos 
fisiológicos estudiados. Se eligió DESeq2 como el mejor algoritmo para las comparaciones 
pareadas por momento fisiológico y entre tratamientos. Se utilizaron los valores de P<0.05 y 
FDR <0.05 (corrección por pruebas repetidas), así como una diferencia de al menos 1 en escala 
log2 para considerar un gen como diferencialmente expresado. Por otro lado, se utilizó un 
modelo de series de tiempo en DESeq2 (Love et al., 2014), en conjunto con el paquete MFUZZ 
(Kumar y Futschik, 2007) para generar un modelo multifactorial de la expresión diferencial y 
probar el efecto conjunto del fenotipo y del acondicionamiento sobre la dinámica de germinación. 
Los perfiles trasncriptómicos generados en el paso anterior se agruparon con el software STEM 
(Ernst et al., 2005; Ernst y Bar-Joseph, 2006). Se utilizaron las herramientas de R heatmap.2, 
gplots y ggplot2 para generar los mapas de calor y gráficos de barras (R v3.6.0 MacOS; R Core 
Team, 2016). 

La clasificación funcional de los genes detectados en cada tratamiento y estado 
fisiológico se realizó por medio del análisis de ontologías de genes (GO-terms) en distintas 
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plataformas, incluyendo DAVID Bioinformatics Resources (v6.8; Huang et al., 2009a, b), las 
vías genéticas de la base de datos KEGG (Kanehisa y Goto, 2000; Kanehisa, et al., 2019; 
Kanehisa et al., 2021), y Metascape (Zhou et al., 2019). Las vías genéticas y GO-terms 
obtenidos se clasificaron en 32 categorías principales: Metabolismo del ADN, Transcripción, 
Traducción, Modificaciones postraduccionales, Transporte de proteínas, Transporte (por 
vesículas, Golgi), Metabolismo primario/intermedio, Metabolismo secundario, Proteólisis, 
Catabolismo de proteínas vía proteosoma, Fotosíntesis/fotorrespiración y cloroplasto, 
Mitocondrias, Desarrollo/crecimiento celular, Ciclo celular, Ciclo circadiano, Procesos de la 
pared celular, Procesos relacionados con auxinas, citoquininas y brasinosteroides, Procesos 
relacionados con etileno, jasmonatos y ácido salicílico, Procesos relacionados con ABA, 
Procesos relacionados con Giberelinas, Respuesta a Karrikinas, Señalización, Procesos 
relacionados con la luz, Germinación de la semilla, Estrés biótico, Estrés abiótico, Estrés 
oxidativo, Envejecimiento, Muerte celular, Transporte de iones, Metilación, Otros procesos. 
 
Disponibilidad de los datos bioinformáticos. 
Los archivos de las lecturas pareadas obtenidas para cada biblioteca, sin procesar, se encuentran 
depositadas en la base de datos SRA del NCBI GenBank con el código Bioproject 
PRJNA561202, el cual comprende las accesiones SAMN12611291 y SAMN12611291. Las 
secuencias ensambladas se depositaron en la base de datos TSA del NCBI GenBank con los 
códigos de accesión contemplados entre el GHVB01000001 y GHVB01166545.  
 
Medición de la actividad de PME en extractos de proteína total 
Para cada estadio fisiológico y tratamiento analizado se utilizaron tres muestras independientes. 
La extracción de proteína se hizo de acuerdo con la metodología de Downie et al. (1998) y 
modificada para semillas de C. aesculifolia por Garciadiego (2014). Se utilizó una solución 
50mM de Na2HPO4, 1M NaCl y 12.5mM de ácido cítrico, pH6.5. El extracto se filtró para 
eliminar restos de semilla, lípidos y carbohidratos. Se cuantificó la concentración de proteínas 
totales por el método de Bradford, a 595nm y usando una curva patrón con albúmina. Una vez 
conocida la concentración de cada muestra se hicieron las diluciones correspondientes para 
estandarizar las muestras a 30µg en 20µl.  

Se prepararon placas de agarosa al 1% con pectina esterificada de Citrus (®SIGMA, 
Saez-Aguayo et al., 2013). En cada placa se colocó una muestra del grupo control y una del 
grupo con acondicionamiento mátrico. Cada réplica biológica se midió por triplicado (réplicas 
técnicas). Se utilizó PME comercial (®SIGMA) como control positivo. Las placas se incubaron a 
29 °C durante 16h y posteriormente se revelaron con una solución 0.05% de rojo de Rutenio. Se 
midió el área de los halos de actividad de PME y los datos se procesaron con el software ImageJ. 
La actividad de las PMEs de C. aesculifolia se reportan en relación a la actividad de la PME 
comercial. El análisis estadístico se hizo por medio una prueba no paramétrica de ANOVA mixto 
de tres vías con pruebas de rangos alineados (Wobbrock et al., 2011; Elkin et al., 2021). Se 
analizó el efecto del lote, del tratamiento y del estadio fisiológico. 
 
Análisis de contenido de lípidos. 
La cuantificación del porcentaje de lípidos totales se hizo por el método de Bligh y Dyer (1959, 
anexo 5) en las muestras de semillas en diferentes CRAs y estados fisiológicos tanto de los 
grupos control y con acondicionamiento mátrico. Las cuantificaciones se realizaron en tres 
réplicas independientes de tres semillas cada una. El análisis estadístico se realizó en cada lote 
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por medio de un ANOVA de dos vías, contrastando el efecto del tratamiento como primer factor 
y el estadio fisiológico como segundo factor.  
 
Cuantificación del contenido de ácido abscísico (ABA) 
Se utilizó la técnica de radio-inmuno-ensayo descrita por Steinbach et al. (1995). Las muestras 
de semillas colectadas en distintos CRAs se liofilizaron y pulverizaron. Posteriormente se re-
suspendieron en agua destilada junto con el anticuerpo monoclonal MAC252. El análisis 
estadístico se hizo por medio una prueba no paramétrica de ANOVA mixto de tres vías con 
pruebas de rangos alineados (Wobbrock et al., 2011; Elkin et al., 2021). Se analizó el efecto del 
fenotipo, del tratamiento y del estadio fisiológico. 
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CAPÍTULO I. Las Ceibas y sus historias, desde lo sagrado hasta lo genético. 
 
El género Ceiba pertenece a la familia Malvaceae y presenta alrededor de 17 especies, de las 
cuales dos se distribuyen en México. Estas especies se distribuyen de manera natural en América, 
África y Asia, sin embargo, algunas ceibas han sido introducidas en diversos países debido a su 
interés ornamental y los usos potenciales de su fibra. En México, las ceibas (C. pentandra y C. 
aesculifolia) además forman parte del patrimonio cultural debido a la importancia místico-
religiosa de ambas especies para las culturas maya y azteca. Las ceibas eran veneradas como 
árboles sagrados, capaces de conectar el mundo terrenal con el divino debido a su gran altura y a 
sus raíces profundas. 

En este capítulo se retoma la importancia cultural e industrial de las ceibas y se 
complementa con información biológica del género. Se espera generar en el lector una 
perspectiva global sobre la importancia ecológica-social de la especie, así como del estudio de 
las especies silvestres. 

México está lleno de historias increíbles, muchas de ellas relacionadas con la gran 
diversidad de seres vivos que habitan el territorio mexicano. Basta con salir a dar un paseo por el 
parque más cercano para encontrarse con unos gigantes silenciosos, los árboles. Aunque los 
árboles no puedan contarnos las historias de las que han sido testigos, los humanos sí cuentan 
historias sobre ellos. En la cosmogonía mesoamericana, los árboles representan las vías de 
comunicación o los vínculos de los seres humanos con los dioses, con los seres sobrenaturales y 
con los antepasados. Entre las historias más antiguas, contadas por nuestros antepasados mayas y 
aztecas, se explicaba el origen del cosmos y del mundo, donde destaca en particular la presencia 
de un grupo de árboles con espinas en sus troncos, conocidos comúnmente en México como 
ceibas o pochotes. Los mayas relatan en su libro, El Popol Vuh, cómo los dioses habían plantado 
cuatro ceibas (Ceiba pentandra) para indicar los cuatro rumbos principales del cosmos: al Norte, 
una Ceiba blanca (Sac Imix Che), al Sur una Ceiba amarilla (Kan Imix Che), al Este una ceiba 
roja (Chac Imix Che), y al Sur un ceiba negra (Ek Imix Che). En el centro, donde los rumbos se 
unen, colocaron una ceiba verde (Yaax Imix Che, de ésta se desprende el otro nombre con el que 
conocen a la ceiba en la península de Yucatán, ya’axche). Esta ceiba era la más grande de todas, 
y tenía una labor muy especial, ya que sus raíces llevaban al Xibalba, el reino de los muertos, en 
su base se sostenía el Kab, el mundo donde habitamos los seres vivos, mientras que el tronco y 
las ramas era la morada de los dioses y conectaban con los 13 cielos. En la cima de esta ceiba 
habita el origen de todos los dioses, en forma de un majestuoso Quetzal. Los aztecas también 
contaban una historia similar, aunque en su relato eran cuatro árboles diferentes en cada uno de 
los rumbos. Según el relato plasmado en el Códice Fejérváry-Mayer, es un árbol de Pochote 
(“Quetzalpóchotl”, C. aesculifolia), el representante del rumbo del Norte.  

Dada la importancia de las ceibas en el origen del cosmos, nuestros antepasados 
procuraron plantar árboles de ceiba cerca de sus poblados, y actualmente siguen teniendo un 
lugar protagónico en muchas plazas y jardines. La ceiba es el árbol nacional de Guatemala, 
donde también goza de un papel importante, ya que es en este árbol donde habita el dios del agua 
Hunapú. Allí también conocen a la ceiba como “árbol viejo”, pues en su base se reunían los 
ancianos a celebrar consejo; era donde se hacían las leyes del pueblo. 

Pero las ceibas no solamente habitan en México y Centroamérica, también se encuentran 
varias especies de ceiba en Suramérica, donde comúnmente les llaman “Paineira” o “Palo 
borracho” (C. speciosa y C. chodatii), debido a que sus troncos tienen forma abombada como 
una botella. En la figura 2 se muestran algunas representaciones gráficas de las ceibas, en 
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algunas de las cuales se puede observar esta forma abombada de sus troncos. También se han 
reportado especies de ceiba nativas de África y Asia, pero en la actualidad se han introducido en 
distintos países alrededor del mundo como árboles ornamentales.  

Se han reportado 17 especies de ceibas. La mayoría son árboles de entre 5 a 20m de 
altura, pero algunas especies (C. pentandra) pueden alcanzar hasta los 50m. Una característica de 
las ceibas que las distinguen de otras especies de árboles es la presencia espinas en el tronco. Sus 
hojas son digitadas, con entre 5-7 foliolos y sus flores pueden ser blancas, crema, amarillas o 
magentas. La mayoría de las especies abren sus flores en la noche y son polinizadas por 
murciélagos o esfíngidos (mariposas nocturnas); las especies que abren sus flores en el día 
normalmente son polinizadas por mariposas o colibríes.  

Las ceibas pertenecen a la misma familia de la planta de algodón. De hecho, los frutos de 
ceiba contienen abundantes fibras que ayuda a la diseminación de las semillas en el ecosistema. 
Cuando los frutos abren y la fibra queda expuesta, esta se seca con el viento y arrastra consigo a 
las semillas, es como si cada semilla llevara consigo un paracaídas que las hace volar con estilo. 
Estas fibras tienen varios usos en la industria y comúnmente se le denomina como “kapok”. Se 
usa en la fabricación de salvavidas o como aislantes térmicos gracias a que las fibras son 
tubulares, atrapando aire dentro de ellas. El kapok es una fibra muy corta y por lo tanto requiere 
mezclarse con fibras de algodón para poder generar hilos resistentes para la industria textil. 

En algunas especies también se han reportado usos medicinales. Los extractos obtenidos 
de la corteza de C. speciosa muestran actividad antioxidante, mientras que los extractos de C. 
pentandra y C. aesculifolia tienen actividad antibacterial. Asimismo, en algunas regiones de 
México, las semillas se consumen tostadas, y los frutos tiernos se usan para preparar salsas y 
otros acompañamientos para la comida. 

Así, las ceibas tienen un papel importante en la vida de los seres humanos, desde la parte 
religiosa-espiritual hasta lo práctico-utilitario. Sin embargo hay un papel fundamental sin el cual 
no podríamos disfrutar de los beneficios que nos proporcionan este género de plantas: su papel 
dentro del ecosistema. Todas las especies del planeta juegan un papel dentro del ambiente en el 
que viven; pueden ser alimento, refugio, competidores o facilitadores para otras especies. El 
estudio de las ceibas ha demostrado que hay varias especies que son más resistentes que otras 
ante condiciones ambientales adversas o que podrían ser muy estresantes para otras plantas. Por 
ejemplo, C. aesculifolia es una especie que puede resistir mejor los periodos prolongados de 
sequía en comparación con otras plantas, esto gracias a que pueden almacenar agua en sus 
troncos y en sus raíces. Asimismo, sus semillas se pueden almacenar durante muchos años y 
pueden germinar en suelos poco profundos y con poca retención agua. Esto ha promovido el 
estudio de varias especies de ceiba como especies potencialmente útiles para restaurar 
ecosistemas impactados por la actividad humana.  

Sin embargo, a pesar de ser más resistentes a condiciones adversas, las ceibas también se 
ven amenazadas por el deterioro de sus hábitats y de los efectos del cambio climático. Algunos 
estudios han observado como las poblaciones “se mueven”, alejándose de los sitios donde 
normalmente habitaban, hacia las zonas altas de los cerros o las montañas donde hace menos 
calor. Las plantas no pueden moverse como los animales, pero la dispersión de sus semillas es la 
que favorece que los individuos que germinan y se establezcan en lugares cada vez más elevados, 
alejándose de las ciudades. Este cambio en la distribución de las ceibas se debe, en parte, a que 
en las ciudades no hay muchos árboles o áreas verdes, favoreciendo que en las ciudades la 
temperatura sea hasta 4 °C más elevada que la temperatura de las áreas rurales de los alrededores. 
El deterioro y la fragmentación de los hábitats naturales no sólo afecta a las ceibas, también 
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cambia el hábitat de sus polinizadores y, por lo tanto, cambian las posibilidades de poder 
producir nuevos individuos con características que les permitan adaptarse a un ambiente 
cambiante.  

La variabilidad genética de los individuos es la que permite que las especies se adapten a 
nuevos ambientes y evolucionen. Esta variabilidad se puede estudiar a distintos niveles para 
entender por qué y cómo logran sobrevivir las especies en los ambientes en los que habitan. Así 
como el estilo de vida actual de los seres humanos ha favorecido el deterioro de muchos 
ambientes, también se ha favorecido el desarrollo de nueva técnicas para entender a los seres 
vivos. En la actualidad podemos conocer nuestra composición genética a partir de una muestra 
de saliva. Con esa información podemos conocer más sobre la historia de nuestras familias, saber 
si tenemos predisposición a padecer ciertas enfermedades, o diseñar terapias específicas para 
atender a un paciente en particular. En el caso de las plantas, esta información genética se puede 
obtener a partir de una hoja, un tallo, o incluso de una semilla. Con este tipo de información 
genética podemos entender cómo logran sobrevivir y persistir en su entorno a pesar de que no se 
puedan mover o escapar del lugar donde están creciendo. Normalmente las técnicas más 
sofisticadas, como es el caso de las técnicas moleculares, se desarrollan para entender y 
aprovechar de manera más eficiente los recursos que, en nuestra forma de pensar, son más 
importantes. Actualmente conocemos la composición genética de muchas especies de animales y 
de plantas domésticas que consumimos a diario; pero desconocemos a muchas otras especies, 
como a las ceibas, que podrían ayudarnos a hacer frente a los desafíos del cambio climático y 
frenar el deterioro de los ecosistemas. En años recientes ha habido esfuerzos para revertir esta 
falta de información genética de las especies silvestres del país. Para el caso de las ceibas, 
actualmente se cuenta con información genética contenida en las semillas de C. aesculifolia. Esta 
información se está utilizando para entender cómo las semillas son capaces de percibir el 
ambiente y germinar en las condiciones más favorables para asegurar el establecimiento de 
nuevas plantas. En el largo plazo, esta información también puede ayudar a generar estrategias 
más eficientes de propagación de C. aesculifolia (y de otras ceibas), así como favorecer su uso 
para restaurar sitios perturbados. 

Los estudios multidisciplinarios de las especies silvestres también son una lección 
importante para el ser humano. La vida se ha abierto paso durante millones de años utilizando 
distintas estrategias, muchas de las cuales apenas estamos empezando a entender. Si queremos 
hacer frente a los desafíos del mañana, es fundamental que reconozcamos la importancia de cada 
especie que habita este planeta y con las cuales compartimos nuestra existencia. Así como en 
nuestro país nuestros antepasados han contado historias sobre las ceibas durante cientos de años, 
es nuestro turno de aportar a esas historias y procurar que se sigan contando durante muchos 
siglos más.  
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Figura 2. Representaciones destacadas de las especies del género Ceiba. Esquina superior izquierda: representación de C. 
pentandra como árbol sagrado de los Mayas. Esquina superior derecha: ejemplar de C. speciosa o Palo borracho, se observa el 
tronco abombado en la base o con forma de botella. Esquina inferior izquierda: Ilustración científica de C. aesculifolia, se 
observa el detalle de los tallos con espinas, las hojas, flores, fruto y semilla. Esquina inferior derecha: ejemplar de C. pentandra 
en su hábitat natural, se observa la altura superior a los 40m y la presencia de contrafuertes en la base del tallo. 
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CAPÍTULO II. Regulación transcriptómica del proceso de germinación, el 
contenido relativo de agua (CRA) como una aproximación a fases del desarrollo 

discretas durante la germinación. 
 
Las semillas constituyen una etapa fisiológica clave en el ciclo de vida de las plantas. Durante la 
germinación existe un patrón espacio-temporal del proceso de hidratación de los tejidos, que 
correlaciona con diversos procesos fisiológicos que permitirán la protrusión de la radícula y el 
desarrollo post-germinativo. El estudio de la progresión de la germinación usualmente se realiza 
en función del tiempo de hidratación. Sin embargo, dentro de una población de semillas se 
pueden observar variaciones amplias en el tiempo de hidratación de cada semilla. Esta situación 
es particularmente evidente en especies silvestres. Desde una perspectiva ecológica, la variación 
en el tiempo de hidratación constituye una estrategia para distribuir el establecimiento de los 
nuevos individuos en el tiempo, previniendo la competencia intraespecífica o la germinación de 
toda la cohorte en un episodio corto de condiciones favorables. En un estudio realizado en 
Arabidopsis, se demostró que el momento de ruptura de testa, es una etapa crítica asociada con 
un perfil transcriptómico distinto al de semillas de la misma edad cronológica sin ruptura de testa. 
Este estudio en Arabidopsis sugiere que es posible establecer estadios fisiológicos discretos 
durante la germinación, sin la necesidad de recurrir al tiempo de imbibición como indicador de la 
progresión del proceso. En este capítulo se explora en C. aesculifolia la posibilidad de utilizar el 
contenido relativo de agua (CRA) como una aproximación a un estadio de desarrollo discreto, en 
lugar del tiempo de hidratación. Se realizó un seguimiento de la hidratación semilla por semilla 
durante la germinación para homogeneizar el muestreo en lotes colectados en años distintos y 
con tiempos de hidratación variables. Se analizó el transcriptoma asociado a cada CRA elegido 
para detectar las transiciones fisiológicas que ocurren en estos lotes de semillas que, además, 
presentaron respuestas fenotípicas contrastantes a un pre-tratamiento de acondicionamiento 
mátrico. El CRA reflejó las transiciones transcripcionales que ocurren durante la germinación, 
independientemente del tiempo de hidratación o del año de recolección. Asimismo se observó un 
conjunto de procesos biológicos que ocurren en la semilla seca y durante la germinación 
temprana que están asociados con la respuesta fenotípica al acondicionamiento. En este capítulo, 
demostramos que el uso de rasgos fisiológicos, específicos para una etapa de desarrollo 
particular, es un enfoque confiable independiente del tiempo de hidratación para C. aesculifolia a 
pesar de la variabilidad en la velocidad de hidratación observable entre lotes. Las figuras 
suplementarias que se referencian en esta publicación se incluyen en el anexo 6. 
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CAPÍTULO III. El papel de los genes asociados a la pared celular durante el 
proceso de germinación  

 
Resumen  
La germinación de la semilla es un proceso complejo en el que el embrión, encerrado dentro de 
los tejidos circundantes, debe cambiar rápidamente de un programa de maduración a un proceso 
de desarrollo y crecimiento. Este cambio es impulsado por la germinación, etapa que preparará al 
embrión para establecimiento de la nueva plántula. El proceso de germinación inicia con la 
absorción de agua por la semilla seca y culmina, por lo general, con la protrusión de la radícula. 
La emergencia de la radícula de la semilla es un proceso altamente regulado que involucra 
cambios discretos y coordinados en la extensibilidad de la pared celular y la reorganización de 
sus componentes, entre otros procesos. En este capítulo se hizo una revisión del conocimiento 
actual del proceso fisiológico controlado de separación y expansión celular, que le dan a la pared 
celular primaria sus propiedades plásticas al “relajar” los componentes principales de la pared 
celular durante la germinación de la semilla. En esta revisión se incluyen los análisis de la 
regulación que ocurre a nivel transcriptómico y bioquímico de los genes de pared celular durante 
la germinación. También se hizo énfasis en la importancia fisiológica de la actividad in muro de 
una amplia variedad de enzimas modificadoras de la pared celular que incluyen hidrolasas y 
transglucosilasas, así como procesos no enzimáticos como el relajamiento mediado por 
expansinas durante la germinación de la semilla. 
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Resultados  
 

Actividad relativa de PME 
Se registró un cambio en la actividad relativa de los extractos de proteína total obtenidos de las 
semillas de C. aesculifolia. Este cambio en la actividad relativa estuvo asociado con el estadio 
fisiológico observado y el lote analizado. El acondicionamiento no tuvo un efecto significativo 
en la actividad, independientemente del lote o estadio fisiológico observado (figura 3). Durante 
la germinación, la actividad de las PME aumentó paulatinamente, hasta llegar a un pico máximo 
de actividad en etapas intermedias del proceso; posteriormente hubo una disminución en la 
actividad hacia el momento de protrusión de la radícula. El estadio fisiológico en el cual se 
observa el pico de actividad es dependiente de la identidad del lote: en el caso del lote de 2014 el 
pico ocurrió en el momento de ruptura de testa, mientras que para los dos lotes colectados en 
2015 el pico se observó en el 50% CRA.  
 

 
Figura 3. Actividad relativa de PME observada en los lotes 2014, 2015-1 y 2015-2. Los estadios fisiológicos reportados 
corresponden a 10 y 50 % de CRA, al momento de ruptura de testa (TR), y al momento de la germinación (G). Las letras azules y 
turquesas indican diferencias significativas entre estadios fisiológicos del grupo control y con acondicionamiento mátrico, 
respectivamente. No se detectaron diferencias en la actividad debidas al acondicionamiento. 
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Discusión 
La pared celular es una estructura dinámica que se modifica de manera continua durante el 
desarrollo y crecimiento de las plantas (Levesque-Tremblay et al., 2015; Cosgrove, 2016). Uno 
de los componentes más abundantes en la pared celular primaria de las dicotiledóneas es un 
grupo de polisacáridos complejos, conocidos colectivamente como pectinas (Levesque-Tremblay 
et al., 2015). Las modificaciones de las pectinas en la pared celular, mediadas por las PME, le 
confieren la flexibilidad y/o rigidez necesaria para permitir la entrada de agua y dirigir el 
crecimiento celular durante la germinación (Scheler et al., 2015). 

La dinámica de la PME observada en las semillas de C. aesculifolia concuerda con 
estudios previo en Arabidopsis y Lepidium sativum, donde se demostró que existe un patrón de 
incremento en la actividad de PME en etapas intermedias del proceso de gemrinación, seguido 
de una disminución de la actividad hacia el momento de protrusión de la radícula (Müller et al., 
2013; Scheler et al., 2015). En el caso de Arabidosis, el pico máximo de actividad de PME se 
registró en el momento fisiológico de ruptura de testa (Müller et al., 2013), mientras que en L. 
sativum, la actividad de las PME aumenta paulatinamente en el endospermo micropilar, llegando 
a un máximo de actividad antes de la ruptura de testa, para después disminuir y mantenerse 
estable hacia el momento de protrusión de la radícula (Scheler et al., 2015).  

La actividad de las PME registrada en el lote colectado en 2014 es similar al patrón 
reportado para Arabidopsis, mientras que los lotes 2015-1 y 2015-2 se registró el pico de 
actividad en un estadio fisiológico previo a la ruptura de testa, comportamiento similar al 
reportado para L. sativum. Se requeriría replicar el experimento para corroborar las diferencias 
entre la dinámica de las PME en C. aesculifolia con respecto a las dos especies de Brasicáceas. 
Sin embargo, la actividad de las PME registrada en los lotes de C. aesculifolia con fenotipo de 
respuesta positiva al acondicionamiento mátrico es consistente con un patrón de actividad 
adecuado para culminar la germinación. En trabajos posteriores realizados en C. aesculifolia, 
esta dinámica en la actividad de PME podría se utilizada como referencia para contrastar con 
otros lotes colectados en años distintos o con fenotipo de respuesta negativa al 
acondicionamiento. 
 
 
  



 

 58 

 

CAPÍTULO IV. El transcriptoma de la semilla seca y su relevancia en la capacidad 
de responder a estímulos ambientales, el caso de la respuesta al acondicionamiento 

mátrico. 
 
Las especies tropicales que habitan en ecosistemas con estacionalidad marcada por la 
disponibilidad de agua deben de acoplar su ciclo de vida y sus programas de desarrollo con las 
fluctuaciones ambientales del recurso hídrico. La capacidad de sincronizar estos programas 
endógenos con el ambiente permitirá la sobrevivencia y evolución de una especie determinada en 
dicho ambiente. Los ciclos de hidratación/deshidratación que ocurren en el bosque tropical seco, 
a causa de precipitaciones esporádicas previas a la temporada de lluvias, pueden ser simulados 
en el laboratorio por medio del acondicionamiento mátrico. Las técnicas de acondicionamiento 
se utilizan para mejorar el desempeño germinativo de diversas especies. En el caso particular de 
C. aesculifolia se han detectado dos fenotipos de respuesta contrastante al tratamiento de 
acondicionamiento mátrico: un fenotipo donde el tratamiento mejora la germinación contra un 
fenotipo donde las semillas tratadas tienen un desempeño bajo con respecto a semillas no 
tratadas. En este capítulo se incluye un manuscrito en preparación sobre el efecto del 
acondicionamiento mátrico en C. aesculifolia durante el proceso de germinación, contrastando 
los cambios a nivel transcriptómico observados en los dos fenotipos de respuesta y en 
comparación con las semillas no tratadas.  

El fenotipo de respuesta positiva al tratamiento mostró una mejoría en el desempeño 
germinativo en comparación con las semillas no tratadas. Asimismo se observó un ajuste fino del 
transcriptoma y del programa de germinación, que estuvo acompañado de una movilización 
temprana de lípidos y una disminución del contenido de ABA. En cambio, los lotes del fenotipo 
de respuesta negativa no mostraron mejoría en la germinación con respecto a semillas no tratadas, 
ni se observó una movilización temprana de lípidos. En estas semillas también se observó el 
ajuste fino del transcriptoma a causa del acondicionamiento; sin embargo, este ajuste generó 
cambios en la regulación de ciertos procesos, como el metabolismo de lípidos, que concuerda 
con los resultados mencionados anteriormente. Asimismo se observó un contenido de ABA más 
elevado en los lotes con fenotipo negativo en contraste al fenotipo positivo.  

Los resultados obtenidos indican que el factor determinante del fenotipo de respuesta al 
acondicionamiento está asociado con el transcriptoma de la semilla seca. Este transcriptoma 
inicial de las semillas se ve afectado por las señales ambientales que percibe la planta madre 
durante la maduración de la semilla, o puede también alterarse por los procesos de post-
maduración que ocurren en el estado seco durante el almacenamiento prolongado en condiciones 
sub-óptimas de temperatura y humedad. Los análisis realizados en este estudio podrían contribuir 
a un manejo más eficiente de los lotes de semillas de C. aesculifolia, especialmente considerando 
los análisis de contenido de lípidos y de respuesta al acondicionamiento mátrico como técnicas 
fáciles de implementar para determinar la calidad de un lote. Las figuras suplementarias que se 
referencian en esta publicación se incluyen en el anexo 7. 
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The transcriptomic profiles during germination reflect the coordination and adjustment of diverse 
processes that contribute to the response to priming  
 
Keywords: Ceiba aesculifolia, germination, priming, transcriptome, wild species, response to 
water, lipid content.  
 
Abstract 
The proper timing of germination is a crucial step for plant survival. We tested the effects of a 
matric priming treatment, which simulates the hydration-dehydration cycles that occur due to 
sporadic rains prior to the rainy season in the tropical dry forest, in two contrasting priming 
phenotypes of Ceiba aesculifolia seeds collected in different years. The effects of the treatment 
are dependent on the initial transcriptomic landscape of the seed batch, which in turn is affected 
during seed maturation or prolonged storage. The positive response to priming was associated to 
a fine-tuning of the transcriptome during germination, as well as a reduction of ABA content and 
an the mobilization of a fraction of the stored lipids during early imbibition. In contrast, the seed 
batches with a negative response to the treatment present fluctuations in ABA content during 
early imbibition, and altered regulation of lipid metabolism that prevented the early mobilization 
observed in the positive phenotype. Understanding how environmental signals regulate 
developmental programs such as germination could aid in better management and use of the 
species in restoration programs in the tropical dry forest, which is at risk of alterations in the 
seasonal rain patterns due to climate change. 
 
Keywords: Ceiba aesculifolia, germination, priming, transcriptome, wild species, response to 
water, lipid content.  
 
Introduction 
The seed constitutes a fundamental “pause” stage in the plant life cycle, and functions as a 
resistance structure to adverse conditions and as a unit for dispersal for individuals in both time 
and space (Bewley, Bradford, Hilhorst and Nonogaki, 2013). Humans have harnessed this 
inherent potential of seeds to utilize plant resources, and thus we now have a wealth of 
knowledge on how to manipulate germination performance in many species, especially of those 
of agronomic or industrial importance. Some of the most widespread methods to enhance 
germination performance are those collectively known as priming. Though the priming method 
may vary, the basic concept is to allow the imbibition of the seeds, while impeding the full 
germination process and radicle protrusion to occur by dehydrating the seeds (Paparella et al., 
2015).  

It is generally assumed that the priming treatments does not alter the germination 
program per se, but rather it is an advancement of said process, allowing the primed seeds to 
progress the germination program to a certain point (Paparella et al., 2015). The effects of 
priming are often reflected in a more synchronous germination and shorter times to complete 
germination, and in some species, it has been reported a benefit in the vigour of seedlings and 
young plants (Paparella et al., 2015; Varier, Vari and Dadlani, 2010). While the literature is full 
of successful implementation of priming techniques in a wide variety of species, the majority of 
those correspond to domesticated plant species, for which the final aim is to retain the benefit of 
the treatment after certain time in storage, and to ensure or improve production on the field by 
enhancing vigour and survival of the seedlings, as well as resistance to different stresses. Thus, 
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there is still a lack of understanding of the cellular/molecular/genetic mechanisms that generate 
the priming response, with a less extended list of studies and reviews that have endeavoured into 
the matter (Chen and Arora, 2013; Cheng et al., 2017; Gallardo et al., 2001; Kubala et al., 2015; 
Paparella et al., 2015; Soeda et al., 2005; Varier et al., 2010; Yacoubi, Job, Belghazi, Chaibi and 
Job, 2011). 

There are several studies that report positive responses to priming treatments in wild 
plant species, such as temperate annuals like Ranunculus sceleratus (Probert, Bogh, Smith and 
Wechsberg, 1991) and Digitalis purpurea (Butler, Hay, Ellis, Smith and Murray, 2009), and in 
tropical species such as the treelike shrubs Psidium guineense (Santos, Queiróz, Bispo and 
Dantas, 2015) and Wigandia urens (Gamboa-deBuen, Cruz‐Ortega, Martínez‐Barajas, 
Sánchez‐Coronado and Orozco‐Segovia, 2006; González-Zertuche et al., 2001), in trees such as 
Tecoma stans, Cordia megalantha (Alvarado-López, Soriano, Velázquez, Orozco-Segovia, A. 
and Gamboa-deBuen, 2014), Albizia saman, Cedrela odorata, Enterolobium cyclocarpum and 
Swietenia macrophylla (Peraza-Villarreal et al., 2018), as well as in desiccation-sensitive species 
such as Harconia speciosa (Masetto and Scalon, 2014), Cupania glabra and Cymbopetalum 
bailloni (Becerra-Vázquez, Sánchez-Nieto, Coates, Flores-Ortiz and Orozco-Segovia, 2020).  

To this day, whether the priming treatment is implemented on wild or domesticated 
species, the process of treatment calibration still depends on trial and error, and even when a 
priming procedure resulted successful on a seed batch, replication over different seed batches of 
the same species may not yield similar results. We have particularly observed this phenomenon 
in seed batches of Ceiba aesculifolia, a wild tree species from tropical dry forests (TDF) within 
Mexico, for which we have observed both positive and negative responses to matrix priming 
(Gómez-Maqueo et al., 2020). We also implemented a system to track the germination process 
based on physiological stages associated to the seed relative water content (RWC) instead of 
chronological time to complete germination. This system allowed us to implement a de novo 
transcriptomic analysis in which we observed wide and significant differences in the 
transcriptome from non-primed seeds from batches which had been identified as having a 
negative response (NR-phenotype), with respect to the transcriptomic profile of non-primed 
seeds from the seed batches with a positive response (PR-phenotype). The main transcriptomic 
differences between NR- and PR-seeds were observed in the dry state (T0), where the NR-
phenotype had an overall transcriptomic profile resembling an early imbibition stage, and an 
overrepresentation of stress-related gene ontology terms. By tracking the transcriptomic 
differences at discrete physiological stages across the germination process, we also reported that 
those differences gradually subsided towards the moment of radicle protrusion. Although the 
germination program was not altered per se in the NR-batches, the overall response to the 
priming treatment was affected by these differences in the initial transcriptomic landscape. 
However, it is an open question whether the priming treatment failed to promote the 
advancement of the germination program in the NR-batches, or if there is evidence of altered 
mechanisms that overshadowed the response to the treatment.  

Here we present the transcriptomic profiles of the PR- and NR-primed seeds and the 
contrasts with their respective controls across germination to determine if the positive response 
to the treatment reflects the expected advancement of the germination while the NR-batches do 
not. We also ask if the contrast of the transcriptomic landscapes between the PR- and NR-
batches indicates an alteration in specific biological processes, and if they occur in specific 
physiological stages during germination. Finally, we discuss the ecological relevance of the 
proper integration of the hydric signal generated by priming into the germination program of C. 
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aesculifolia seeds, since hydration-dehydration cycles in the soil are an important part of its 
ecological context. 
 
Materials and methods 
 
Plant material. The plant material used was previously studied by Gómez-Maqueo et al. (2020), 
and correspond to seeds of Ceiba aesculifolia (Kunth) Britten & Baker (Malvaceae) collected in 
February 2012, 2014 and 2015, from a population located within a human-activity disturbed 
ecosystem in the location of “Trapiche del Rosario y Chicuasén” in Actopan Veracruz, Mexico 
(latitude 19.5426, longitude −96.7401, altitude 479 m a.s.l.). The climate is warm subhumid with 
an average temperature of 22 °C and a rainy season spanning from July to November (209 mm 
monthly precipitation), and a dry season (December-June, 22 mm monthly precipitation; García, 
2004). The seed batch reported as “2016” was collected in December 2015 due to an un-timely 
fructification season in that year. This previously reported material was used for germination and 
priming tests, as well as for the transcriptome assembly. All sample collection and germination 
tests occurred after the seed batches had completed at a 30-day afteripening period. In the case of 
the 2012 and 2014 batches, sample collection, as well as secondary germination and priming 
tests were performed after the seeds had experienced a dry storage period of 5 and 3 years 
respectively (23-25 °C, 35-45% RH, in darkness). These stored seed batches will be presented as 
2012-5y and 2014-3y to distinguish them from the freshly collected samples. All samples were 
stored at -80 °C until processed. 

Germination and response to priming treatment. Seeds were submitted to a matric priming 
treatment as described in Gómez-Maqueo et al. (2020). In brief, seeds were buried in pots with a 
commercial soil mixture (METRO-MIX 300, Sun Gro Horticulture, MA, USA) moistened to full 
capacity during two days; they were covered with tin foil to avoid humidity loss and kept in a 
dark room at 23–25 °C. The seeds were then exhumed and allowed to dry at room temperature in 
darkness for two more days. Afterwards, treated and untreated seeds were washed with 10% 
hypochlorite for 1 min, surface dried with a paper towel, and placed on 1% agar plates. Five 
replicates (30 seeds each) of all treatments were incubated in a germination chamber at 25 °C 
and a photoperiod 12 h:12 h light:dark. Cumulative germination was registered daily for about 
25 days. Germination percentages were arcsine-transformed and a sigmoid curve was fitted to 
the data. Statistical differences between control and primed seeds per seed batch were tested with 
a two-tailed Student’s t-test, at a significance level of α = 0.05. Priming response was deemed as 
favourable when at least one of the following characteristics improved with respect to its control: 
1) germination initiation, 2) germination index (GI), 3) mean germination time (t50), and 4) final 
germination percentage.  

Sample collection for transcriptome assembly. For all batches and treatments, the samples 
consisted of five seeds that were collected at discrete physiological stages, based on the 
increment in the seed RWC during the early germination stages (for PR-batches: samples at 16% 
and 50% RWC; for NR-batches: at 50% RWC), at the moment of testa rupture (TR) and of 
radicle protrusion (G). For the transcriptomic analyses, each seed batch was considered as a 
biological replicate, thus the PR-phenotype consisted of three biological replicates (2014, 2015-1 
and 2015-2), and the NR-phenotype consisted of another three biological replicates (2012-5y, 
2014-3y and 2016). RNA extraction was performed with a TRIZOL protocol modified from Li 
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and Trick (2005). Transcriptome assembly and quality assessment were previously reported by 
Gómez-Maqueo et al. (2020). 

Differential expression, time series, and functional analyses. Differential expression was 
analysed using a multifactorial design in R with the DESeq2 package to test the effect of the 
treatment, phenotype, and the physiological stage ( Love, Huber and Anders, 2014; R Core Team, 
2016). We performed the test in three independent runs, the primary model included all samples, 
except the 16%RWC, and another two runs for each phenotype in separate to be able to observe 
the transition from T0 to 16%RWC in the PR phenotype. The differentially expressed genes 
pertaining to the effect of the treatment at the 16%RWC were combined with the results from the 
primary model for downstream analyses of biological functions enrichment. We also performed 
time series analyses in the STEM suite (Ernst and Bar-Joseph, 2006; Ernst, Nau, and Bar-Joseph, 
2005). First, we normalized the read counts with DESeq2 and then standardized the global 
expression profile of each gene in each treatment and phenotype using MFUZZ functions 
(Kumar and Futschik, 2007). These data were then imported into STEM software for profile 
classification and clustering. We also used the web-based tool Metascape for GO-term analyses 
of the STEM clusters (Zhou et al., 2019).  

Total lipid content quantification. Lipid extraction and quantification was performed with the 
methanol-chloroform protocol proposed by Bligh and Dyer (1959). Samples for all physiological 
stages within each seed batch and treatment were collected in triplicate. Lipid content was 
expressed as the mean percentage of the seed dry weight. We performed a two-way ANOVA on 
the arcsine-transformed percentages to test for differences in total lipid content between control 
and treated seeds, and between physiological stages within each seed batch. The significance 
level was set at α= 0.05.  

Lipid Extraction and Fatty Acid Analysis by Gas Chromatography-Mass Spectrometry 
(GC-MS). We performed a GC-MS on the extracts of representative samples of the PR- and NR-
phenotypes, using a transesterification method (Cabrera Santos, et al., 2021; Priestley, 1986). 
Fatty acid transesterification was done through evaporation of the chloroformic phase and 
reaction with BF3-CH3OH. After that, C6H14:H2O (2:1) was added to recover the methyl esters 
of fatty acids from the organic phase. Heptadecanoic acid was used as the internal standard for 
fatty acid quantification (Priestley, 1986). For the analysis of the methyl esters of fatty acids, a 
gas chromatograph (Agilent Technologies 6850, Santa Clara, CA, USA) coupled with a mass 
spectrometer (Agilent Technologies 5975C VL MSD, Santa Clara, CA, USA) was used. A DB-1 
(dimethylpolysiloxane) capillary column (30 m length 0.32 mm i.d., 5.00 m film thickness, part 
number:123-1035E, Agilent Technologies 6850, Santa Clara, CA, USA) was used for the GC 
system. The oven temperature was programmed as follows: from 100 °C; ramp 1: To 250  °C 
with 5 °C/min. The injector temperature was 200 °C in split mode. Helium was used as carrier 
gas at a linear flow velocity of 35 cm s-1 of 1.4 mL min-1. Mass detector conditions were: transfer 
line at 250 °C, range from 20 to 400 m/z, positive polarity, the ionization energy of 70 eV, and 
temperature of 200 °C, with an injection volume of 2 µL (Cabrera Santos, et al., 2021). The mass 
spectra were compared with the NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library 2020 version (NIST, 
2021). Fatty acid analyses were performed in triplicate. The dry seeds (T0) were the control for 
any of the treatments and phenotypes. 
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Abscisic acid (ABA) content quantification. ABA was quantified according to Steinbach, 
Benech-Arnold, Kristof Sánchez and Marcucci-Poltri (1995). In brief, a radio-immuno-assay, 
which uses the monoclonal antibody MAC 252, was performed in seed samples from both 
phenotypes and treatments. The samples were collected at five different RWCs between T0 and 
50% RWC. All sample stages were collected in triplicate, freeze-dried and grounded in a mortar. 
Statistical analysis of ABA content was performed using a non-parametric three-way mixed 
ANOVA with aligned rank tests in R (Wobbrock, Findlater, Gergle, and Higgins, 2011), and was 
performed as indicated in the vignette for the ARTool package (Elkin, Kay, Higgins, and 
Wobbrock, 2021). 

Data availability. Reads were deposited in the SRA platform within the NCBI GenBank website 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) under Bioproject PRJNA561202, and accession numbers 
SAMN12611291 and SAMN12611291. Assembled sequences were deposited in the TSA 
platform under accession numbers between GHVB01000001 and GHVB01166545.  

Results 
 
Germination and the response to matric priming  
The response to the priming treatment was tested in six independent seed batches (named 2014, 
2015-1, 2015-2, 2014-3y, 2012-5y, and 2016), which in turn were classified into two phenotypes 
(PR-batches: 2014, 2015-1, and 2015-2; NR-batches: 2014-3y, 2012-5y, and 2016) after the 
evaluation of their response to the priming treatment. In Fig. 1 are shown the four variables 
registered to assess germination performance (data adapted from Gómez-Maqueo et al., 2020). 
The positive response phenotype (PR) was associated with a reduced time needed for the 
completion of the germination process, as seen by a shorter time for the onset of germination 
(Fig. 1A), as well as the time to attain 50% of germination (Fig. 1C). In the case of the 2014 
batch, priming also improved final germination (Fig. 1D). The 2015-1 batch was the only PR-
batch that displayed a reduced GI due to the treatment (Fig. 1B); however, the overall 
germination performance was deemed as favourable since it displayed a significant reduction in 
the onset of germination, and the germination window widened from 10 days in the control, to 14 
days in priming. The negative phenotype (NR) displayed by the 2014-3y, 2012-5y and 2016 
batches depicted a slower germination dynamic in comparison to the PR-batches and non-
statistically significant differences between treated and control seeds. The 2014-3y and 2012-5y 
batches had been stored for 3 and 5 years respectively at the time of testing. The 2016 seed batch, 
despite being tested in the same collection year, had a germination performance similar to the 
stored seed batches, and is the seed batch with the lowest germination performance in all the 
germination characteristics we tested (Fig. 1). This germination performance, as well as a 
negative response to the priming treatment, was also observed in another seed batch (not part of 
the current study) collected the following year (2017, Supporting Information Fig. S1). The low 
performance of the seed batches collected in 2016 and 2017 could be associated to atypical 
weather conditions that occurred during those years (Supporting Information Table S1), which in 
turn could have generated stressful conditions for the mother plants. This germination trend 
seems to have been partially alleviated in the following years, since another seed batch collected 
in 2018 had a positive response to priming by reducing the time for the onset of germination with 
respect to the untreated seeds (Fig. S1). 
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Figure 1. Germination performance and response to priming of the two contrasting phenotypes. The data of the four variables 
used to assess germination was adapted from Gómez-Maqueo et al. (2020). A) Days required for the onset of germination; B) 
Germination index (%); C) Mean germination time; and D) Final germination percentage. The vertical bars represent standard 
deviation. The asterisks at the top of the bars denote significant differences (P < 0.05) between control and primed seeds within 
each seed batch. 
 
The transcriptomic profiles of PR- and NR-batches are highly dynamic and display important 
differences between control and primed seeds  
The assembled transcripts were associated to a unique Arabidopsis locus tag, yielding a pool of 
12,683 locus tags. Profile comparisons were performed independently in the PR- and NR-batches 
between control and primed seeds using a time series approach with the STEM suite (Ernst and 
Bar-Joseph, 2006), considering each physiological stage based on the RWC as the natural 
progression of the germination process (Gómez-Maqueo et al., 2020). In the PR phenotype, this 
analysis produced 53 (control), and 55 (priming) possible profiles, from which 11 were 
significant in both control and primed seeds, and clustered 10,121 and 10,309 genes respectively 
(Fig. 2A, control: profiles denoted with the letter “a”, priming: profiles denoted with the letter 
“b”). We detected four major trends in these 11 profiles: 1) an up-regulation trend, in which the 
maximum expression was attained at the moment of radicle protrusion (G); 2) an up-down 
regulation, which was primarily associated with a maximum expression at the 16%RWC stage; 
3) a down-up regulation trend, with the lowest expression at the 16% RWC, followed by a peak 
expression at either testa rupture (TR) or G; and 4) a down-regulation trend, with its maximum 
expression in the dry seed (T0), and low expression values at later stages. Although the number 
of significant profiles was the same, their identity was not equal: of the 9,019 genes that were 
identical between the control and priming profiles, about 49% were assigned to the exact same 
profiles in both control and primed seeds (Fig. 2. dark green lines in each plot), indicating that 
over half of the genes changed profiles in response to the priming treatment (Fig. 2. light green 
lines in each plot). The percentage of identity among equivalent profiles between control and 
primed seeds was not homogeneous as well, with some profiles having as much as 70% of 
identical genes assigned (Fig. 2. Profiles 1-a and 1-b), and other profiles having as little as 9% of 
identity (Fig. 2. profiles 4-a and 4-b). A reference table of all alphanumerical equivalencies 
between comparison groups is shown in Supporting Information Table S2. Also, each treatment 
had a singular profile unique to them, with profile 7-a being significant in control seeds and 
having an up-down regulation with peak expression at TR, while profile 10-b was significant in 
the primed seeds, with a down-then-up regulation trend with a low peak at 16% RWC and a 
maximum peak at TR. In the case of profile 7-a, about 32% of its genes were assigned to profile 
5-b in the primed seeds, another 5% to profile 6-b, and the rest were assigned to non-significant 
profiles in the primed seeds. Meanwhile, the priming-exclusive profile 10-b received about 40% 
of its genes from profile 1-a, and another 35% from non-significant profiles in the control 
treatment.  
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Figure 2. Expression profiles detected in the transcriptome of control and primed seeds in the PR phenotype (A) and the NR 
phenotype (B). Expression levels of each gene are represented as a standardized expression with mean zero. Profile graphs are 
grouped into four major trends (red, orange, turquoise and blue boxes). The numbers in each profile indicate profile identity 
within each figure panel (A or B), while the lowercase letters distinguish between treatments (a: PR-control, b: PR-priming, c: 
NR-control, and d: NR-priming). The numbers in parentheses indicate profile size. The dark green and dark purple lines depict 
the genes that were assigned to the same profile in both control and primed seeds within each phenotype. The light green and 
light purple lines depict those genes whose expression profile changed in response to the priming treatment and thus were 
assigned to a different profile with respect to its control. 
 

In the NR phenotype, there was an increase in the number of possible profiles, up to 56 
(control) and 60 (priming), from which 13 were significant in the control, and 14 in the primed 
seeds. Also, each treatment had three and four unique profiles respectively (Fig. 2B; control: 4-c, 
11-c, and 14-c; priming: 5-d, 12-d, 13-d, and 15-d). Despite having a wider diversity of 
expression profiles, less genes were clustered within those profiles, with 8,461 and 8,780 genes 
for control and primed seeds, respectively. Profile 1 was the largest profile, but still had about 
half the genes in comparison to their counterpart in the PR phenotype, with 1,842 for the control 
seeds, and 1,436 genes for the primed seeds. Gene identity within equivalent profiles was also 
lower, with profiles 1-c and 1-d having the highest similarity at about 50% (Fig. 2B, dark purple 
lines), and a complete loss of identity in the case of profile 4-c, which was also exclusive to the 
control treatment (Fig. 2B, light purple lines). In contrast to the PR phenotype, the NR seeds had 
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a higher diversity of intermediate regulation trends, especially those related to peak expression 
ant 50%RWC or TR (up-down trend), with about eight significant profiles. This phenotype also 
showed a lower diversity of significant down-regulated profiles with just one profile in each 
treatment (Fig. 2B, 17-c and 17-d). 
 
The physiological stages based on RWC reflect the progression of the germination process in 
both phenotypes 
We performed a hierarchical clustering of all profiles and trend groups in both control and 
primed seeds to detect the major biological processes occurring within each treatment and 
phenotype. Based on abundance of terms, the “metabolism” category (GO:0008152) was the 
most important category in both phenotypes, and was present in almost all profiles, indicating a 
highly dynamic regulation (Fig. 3, and Supporting Information Figs. S2 and S3). The following 
categories in abundance were “localization” (GO:0051179), “organization or biogenesis of 
cellular components” (GO:0071840), and “response to stimulus” (GO:0050896), which were 
also enriched in about 75% of the profiles in both PR and NR phenotypes. Both priming 
phenotypes shared most of the categories shown in Fig. 3a, the exceptions being “detoxification” 
(GO:0098754), “rhythmic process” (GO:0048511), “reproduction” (GO:0000003, PR-control 
exclusive), “biological adhesion” (GO:0022610, PR-priming exclusive) for the PR phenotype, 
and “nitrogen utilization” (GO:0019740) for the NR phenotype. We also detected 1,253 and 
1,211 GO-terms present in the PR and NR phenotypes respectively, of which 723 were shared 
between phenotypes. The shared terms included fundamental germination and seedling 
establishment processes such as DNA repair, energy metabolism and reserve mobilization, 
mitochondrion-related processes, response to light, ribosome/translation processes, lipid 
metabolism, as well as photosynthesis and chloroplast-chlorophyll related processes (Supporting 
Information Figs. S4 and S5, and Supporting Information Table S3). These processes were 
particularly represented in the up-regulation trend group (Fig. 3b), indicating a gradual induction 
of key mechanisms towards the end of germination in both phenotypes. The down-regulation 
trend was particularly enriched in genes associated to phase transitions of the meristem, 
chromatin organization, ribosome organization, negative regulation of transcription, and splicing; 
some of which have been reported as part of the developmental switch from the maturation 
program to the germination program during imbibition (Dekkers et al., 2013; Narsai, Law, Carrie, 
Xu, and Whelan, 2011). In the PR phenotype, the intermediate trends reflected a fine tuning of 
key germination processes, present in either the up or down trends. The up-down trend usually 
presented a peak expression at the 16%RWC and had an enrichment in ribosome 
biogenesis/organization, as well as the regulation of alternative splicing, and 
chromosome/chromatin organization. The down-up trend, which implicated a decrease in 
expression at the 16%RWC, fine-tuned diverse processes but mainly in the metabolism, 
signalling, and developmental categories. Meanwhile, the NR phenotype had a higher number of 
terms in the up-down-regulation group. The main differences among control and primed seeds, 
as well as with the PR phenotype, were present in the down-up trend group. There was a 
particular enrichment of development and hormone-mediated signalling in the up-down trend, 
while the down-up trend was particularly enriched in ribosome-translation processes, contrary to 
the observed enrichment in the PR phenotype. Only the alternative splicing category remained 
enriched in the up-down trend as it occurred in the PR phenotype. The term abundance in the NR 
seeds was lower within all parental categories, most notoriously in the metabolism category with 
respect to the PR seeds (Fig. 3a, Supporting Information Table S4).  
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Although the priming treatment induced a change of profile for over half of the analysed 
genes in contrast to their respective controls, such changes usually occurred among profiles 
within the same trend group. Thus, the physiological outcome of having either a peak expression 
at the dry seed stage, by the end of germination or in intermediate stages remained relatively the 
same within each phenotype (Fig. S4). Also, the PR phenotype had a more dynamic regulation 
than the NR phenotype despite having less profile diversity. This was particularly evident after 
analysing the resulting network of the top 20 GO-term clusters of each phenotype. While in the 
PR-phenotype all trend groups were represented in the GO-network (Fig. S4; Supporting 
Information Table S5), the top 20 functional clusters in the NR seeds were primarily present in 
the up-regulated trends (peak expression by the end of germination; Supporting Information 
Table S6; Fig. S5).  
 

 
Figure 3. Gene ontology term abundance and distribution among expression trend groups in control and primed seeds of the two 
studied priming phenotypes. A) Total number of GO terms detected in both phenotypes, grouped by broader (“parental”) GO 
categories within each phenotype. The “shared” bar depicts those GO-terms that were detected in both control and primed seeds, 
whereas the “control” and “priming” bars depict those terms which only occurred in either treatment. B) GO term distribution 
heatmap, depicting the presence and relevance (based on the negative logarithm of P-values) of terms within profile trend groups. 
 
The differentially expressed genes in response to the priming treatment reflect a fine-tuning of 
the germination program 
There was an important overlap of biological processes between control and primed seeds within 
phenotypes, with about 15% of the registered GO-terms been exclusive of either control or 
primed seeds (Fig. 3). These exclusive GO-terms usually included some genes that participated 
in related subprocesses (child terms) or modules within a pathway that were already detected in 
the shared terms between treatments (Tables S3 and S4). 

The expression analysis in DESeq2 detected 7,604 differentially expressed (DE) genes 
due to the combined effect of the phenotype and treatment, in at least one stage (Supporting 
Information Table S7). This number of DE genes is very similar to the number of genes that 
changed profiles in response to priming, as evaluated in the time series analyses with STEM 
(7,883 genes in PR; 6,446 genes in NR), indicating that both approaches detected similar 
changes in the overall expression trend. We then performed a GO term enrichment of this DE 
dataset, grouped by their respective profiles. The DE genes were predominantly associated to 
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primary metabolism/energy production, DNA metabolism and repair, ribosome biogenesis, 
chromosome organization, response to stimulus and to ABA, and carbon fixation. We then tested 
the effect of priming on the expression at a specific stage, and the number of DE genes was 
reduced to a total of 61 genes for the PR phenotype, and seven genes for the NR phenotype (Fig. 
4; Supporting Information Fig. S6, Table S8). The enrichment analysis detected four GO-terms 
associated to responses to abiotic stimulus (GO:0071214), to fungus (GO:0050832), oxidative 
stress (GO:0006979), and to fatty acids (GO:0070542). Combined, both DE tests and the profile 
clustering indicate that the priming treatment does not generate large changes on the overall 
germination program, but instead fine tunes the expression pattern of most genes, while altering 
net expression of a smaller set of genes in particular biological processes.  

 
Figure 4. Differentially expressed genes in response to the priming treatment in the PR and NR phenotypes. A) Venn diagram 
depicting the overlap of DE genes among physiological stages in the PR phenotype. B) Venn diagram depicting the overlap of 
DE genes among physiological stages in the NR phenotype.  
 
The C. aesculifolia seeds present fluctuations in ABA content during germination in response to 
the priming treatment 
The differential expression analysis of the PR phenotype indicated that the response to priming 
was related to environmental or stress responses. These environmental responses are mediated by 
several hormones, including brassinosteroids, jasmonates, and ABA. The role of ABA in seed 
maturation, dormancy and germination has been extensively studied in other species (Finch-
Savage and Leubner-Metzger, 2006). In C. aesculifolia, we observed that the duration of the low 
imbibition phase (between 10% and 20% RCW) is about 45% longer in NR-seeds in contrast to 
PR-seeds (Gómez-Maqueo et al., 2020). We quantified ABA during the early stages of 
germination, between T0 and 50% RWC, since this period comprehends the longest phase of 
imbibition, and it is when ABA would exert an inhibitory activity over germination. The seeds of 
C. aesculifolia present ABA concentrations ranging from 30 to 70 pg·mg-1 of dry weight (Fig. 5). 
There was a statistically significant interaction between phenotypes, treatments and 
physiological stages, indicating that ABA content at a given stage depended on the phenotype 
and treatment observed. The major changes in ABA content occurred between the two RWCs 
that delimit the slow imbibition phase (10% and 20%), but at the 50% RWC, the ABA content 
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was similar in both phenotypes and treatments (Supporting Information Table S9). In the PR 
phenotype, the priming treatment reduced ABA content at T0, 16% and 20% RWC. Untreated 
seeds in the PR phenotype also reduced their ABA content during imbibition and remained 
relatively stable during later stages. Meanwhile in the NR phenotype, the priming treatment did 
not reduce ABA content at T0 but did reduce it at later stages (16% and 20% RWC) before 
returning to basal levels detected at T0. The untreated seeds in the NR phenotype showed a peak 
in ABA concentration towards the 16% RWC. The reduction in ABA content during imbibition 
in non-dormant seeds has been associated with ABA catabolism and the enhanced expression of 
said pathway, while in highly dormant seeds de novo synthesis has been registered, as well as an 
up-regulation of ABA synthesis genes (Finch-Savage and Leubner-Metzger, 2006). At the T0 
stage in the NR-seeds, there was an up-regulation of four genes involved in ABA synthesis 
(Xerico, ZEP, AAO1, and NCED3), as well as one ABA catabolism gene (CYP707a2) with 
respect to PR-seeds (Supporting Information Fig. S7). These genes presented opposite 
expression trends between phenotypes during early germination (T0-50% RWC), but these 
differences diminished at later stages. Additionally, there was no enrichment of ABA 
metabolism during the germination process in any of the evaluated phenotypes or treatments. 
Although the major differences between ABA-metabolism genes were detected between T0 and 
50% RWC, the change in ABA content at the 16% RWC observed in both phenotypes will 
require an in-depth analysis to detect the transcriptomic regulation that could be related to ABA 
metabolism during early imbibition in C. aesculifolia. 

 
Figure 5. ABA content fluctuations in the two priming phenotypes during early imbibition (before the TR and G stages). Each dot 
represents an independent replicate. The arrows mark those replicates in which the estimation of ABA content was extrapolated 
from the quantification curve and should be interpreted with caution. There was a statistically significant interaction of the 
phenotypes×treatments×physiological stage (p <0.05), indicating that ABA content at a given physiological stage depended on 
the phenotype and treatment observed. The asterisks denote significant differences between control and primed seeds within each 
phenotype, while the letters denote significant differences between physiological stages within each treatment in each phenotype 
(dark green: Control PR; dark purple: Control NR; black: primed seeds).  
 
The positive response to priming is associated with proper regulation of lipid metabolism and an 
early mobilization of a small portion of storage lipids 
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Lipids are the main energy source of the C. aesculifolia seeds, representing 30% of its total 
weight (Fig. 6). The lipid profiling showed that the linoleic acid was the principal fatty acid 
contained in the seed (~41%), followed by oleic acid (~30%), palmitic acid (~27%), and minimal 
amounts of stearic acid (~2%). The GO-network analysis showed that lipid metabolism was one 
of the most important processes that were regulated in both phenotypes. However, this regulation 
occurred differently among treatments and phenotypes. For instance, in the PR phenotype, the 
control seeds had lipid catabolism and synthesis processes subdivided into two up-regulation 
profiles with peak expression at the end of germination (Fig. 6A lower panel, light pink and 
magenta circles, respectively). The catabolic pathways were present in profile 2-a, which has a 
small expression peak at 16%RWC; the synthesis pathways and generic lipid metabolism were 
present in profile 1-a, which has a slow but consistent increase in expression towards the end of 
germination. In their respective primed seeds, both synthesis and catabolism occurred mostly in 
profile 1-b (magenta circles in Fig. 6A, lower panel), but certain modules were subject of fine-
tuning. The catabolism pathways had a module being down-regulated towards the end of 
germination (11-b), and the synthesis and generic metabolism had modules being either down-
regulated (9-b) or with a slight peak (2-b) at the 16% RWC stage. Also, in contrast to its 
respective control, primed seeds had a better representation of other processes needed for proper 
reactivation of seed metabolism, such as the glyoxylate cycle and those involved in the 
regulation of the redox state and cell respiration (1-b), and the regulation of ROS metabolism 
was rapidly induced upon imbibition in the primed seeds (2-b, 3-b) in contrast to untreated seeds 
(1-a, Fig. S4). 

 
Figure 6. Lipid metabolism in C. aesculifolia seeds during germination. A) Extract of the GO-term networks detected in each 
treatment and phenotype in which lipid-related processes are allocated. The upper half of the panel depicts the GO-terms while 
the lower half of the panel depicts the regulation trend in which each term was detected. Non-lipid terms were blurred to ease 
interpretation. The full networks are shown in Figs. S4 and S5. The size of each diamond/circle reflects the number of genes 
involved in each functional category. B) Total lipid content and profiling of the seeds at the T0 stage. The black bars depict 
standard deviation; the percentage over each colour depicts the average percentage of each lipid type. Abbreviations: C: control, 
P: priming.  
 

Meanwhile, in the NR phenotype, lipid metabolism was almost exclusively represented in 
profile 1-c in the control seeds, but primed seeds showed the lowest diversity of lipid-related 
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terms, which were also subdivided in three up-trends (1-d, 2-d and 3-d, Fig. 6A). In the control 
seeds, while a submodule of the β-oxidation was present in profile 1-c, the other satellite 
processes associated with ROS metabolism and oxidative stress were poorly represented in 
profile 14-c within the up-down-regulation trend (Tables S4 and S6). In the primed seeds there 
was no enrichment of lipid degradation through β-oxidation, and there was a delayed response to 
ROS as it was present in profiles 1-d and 15-d and had twice the number of allocated genes in 
comparison to the PR phenotype (Tables S4 and S6). Also, in the NR control seeds the 
metabolism of membrane lipids had a more prominent representation than in the other tested 
seeds, and had enriched categories associated to the catabolism of toxic derivates such as 
methylglyoxal, which are also indicative of stress responses (Tables S4 and S6). 

The expression dynamism of lipid metabolism was also reflected in the total seed lipid 
content. In the PR phenotype, the primed seeds had an early mobilization of a small but 
significant portion of its storage lipids (Fig. 7A-C). This mobilization occurred at the T0 stage, 
and total lipids remained stable until the 20%RWC. The control seeds mobilized these lipids 
until the 16%RWC was reached. Afterwards, both treatments followed a similar trend towards 
the end of germination. Interestingly, the control seeds showed an initial peak expression at 
16%RWC of the catabolism pathways (profile 2-b), especially β-oxidation, and coincides with 
the moment in which the reduction in lipid content occurs in these seeds. This peak is 
downregulated towards the 50% RWC stage, and then progressively increases again towards 
germination, thus emulating the following reduction of storage lipids. Instead, in the primed 
seeds, the β-oxidation pathway is subdivided into profiles 1-b (up) and 11-b (down). In profile 1-
b, gene expression increases slowly in early stages until the 50% RWC stage, indicating a slower 
trend in contrast to profile 2-a. Since the lipid mobilization already occurred during the priming 
treatment, this “delayed” expression, altogether with the down-regulated module, could reflect a 
compensatory measure to prevent further mobilization of storage lipids until needed for the seed-
seedling transition. In the NR phenotype we had lower resolution since not all stages were tested. 
However, these seeds did not display the early mobilization at T0, which is the one stage 
indicative of the effect of the priming treatment, and the transcriptomic regulation of the β-
oxidation pathway was not enriched in any profile (Fig. 7D-F). On the later stages of 
germination, it is evident that lipid mobilization occurred as in the PR phenotype.  
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Figure 7. Total lipid content in C. aesculifolia seeds at different stages during germination. Panels A to C correspond to the PR 
phenotype, and panels D to F correspond to the NR phenotype. A two-way ANOVA was performed within each seed batch to 
test for differences in lipid content between control and primed seeds, as well as within physiological stages. Different letters 
depict statistically significant differences between physiological stages (black for control, red for priming), while the asterisks (*) 
depict differences between treatments at that specific stage. 
 
Discussion  
 
The proper timing of germination is a crucial step for plant survival. C. aesculifolia thrives in the 
TDF, characterized by a short rainy season during the summer. The seeds are usually dispersed 
during the dry season and are exposed to cycles of hydration-dehydration akin to the priming 
treatment, due to sporadic rains prior to the rainy season. In this study, we tested the effects of 
the priming treatment in two contrasting phenotypes, each consisting of three independent seed 
batches collected in different years. There are previous observations that the success of the 
priming treatment correlates to the tested species identity, genotype, physiology, seed batch and 
vigour, and the applied treatment (Paparella et al., 2015). Our results align with these previous 
observations, as the main driver of the effect of the priming treatment was associated to the 
initial transcriptomic landscape of the tested batches (phenotypes, Fig. 3b). These results are also 
consistent with our previous description of the transcriptomic differences between untreated 
seeds of both phenotypes (Gómez-Maqueo et al., 2020). In that previous study we observed that 
the main differences were allocated in the dry seed, and the transcriptomes in both phenotypes 
became similar as the germination program progressed. Here, the positive effects of the 
treatment were noticeable in the fine-tuning of gene expression patterns over the course of 
germination (Fig. 1), as well as in the decrease of ABA content (Fig. 5) and the early 
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mobilization of storage lipids at the T0 stage in the PR phenotype (Fig. 6). The NR phenotype 
did not show the stimulation of these processes. The profile clustering indicated subtle but 
important changes in expression trend in over half of the observed genes, but only a small 
portion of those had significant differences in net expression change (Fig. 4). The observation 
that the response to the treatment is species-specific and priming-method-dependent is also 
supported by a low overlap of specific genes in our dataset with those generated by previous 
studies in B. oleracea (Soeda et al., 2005), B. napus (Kubala et al., 2015) and in Arabidopsis 
(Sano et al., 2017; Supporting Information Fig. S8). Although there was low overlap among 
studies, the biological functions associated to their respective gene identities showed more 
similarities. Thus, in the case of the whole gene set of C. aesculifolia that showed changes in the 
expression trend in response to the treatment, the enriched terms reflected key processes within 
the germination program: DNA repair, primary metabolism, antioxidant mechanisms, ribosome 
biogenesis, and the cell cycle (Dekkers et al., 2013; Kubala et al., 2015; Paparella et al., 2015; 
Weitbrecht et al., 2011). Also, the gene set of DE genes in the PR phenotype seemed to be 
related to the species-specific environmental stresses that could have been experienced by the 
mother plants, as these specific GO-terms were not shared with the other published datasets. 
Thus, the general conclusion from these studies is that priming does not make major changes to 
the inherent germination program, but rather anticipates part of the germination program and 
promotes the regulation of key processes.  

In C. aesculifolia seeds, the major transcriptome changes occur during the early stages of 
imbibition, when the seed water content is still low. Changes in ABA content occurred in both 
phenotypes at this stage, which is highly variable in duration between treatments and among 
phenotypes. In species with physiological dormancy such as Arabidopsis, barley, sunflower, and 
Polygonum aviculare, the reduction of the initial ABA content during imbibition is a required 
mechanism for dormancy release and germination to occur, although the total ABA content in 
the dry seed varies among species (Millar et al., 2006; Benech-Arnold et al. 2006; Xia et al., 
2018; Laspina et al., 2020). This reduction was particularly noticeable in the untreated seeds of 
the PR-phenotype, in which the initial ABA content was rapidly reduced in the following stage 
and remained relatively stable afterwards. The PR primed seeds showed the lowest ABA content 
at T0, but there is a fluctuating increase in the following stages until reaching equivalent levels 
as in the untreated 50%RWC seeds. This suggests that in C. aesculifolia ABA levels need to be 
maintained to ensure proper ABA signalling and coordination of responses to environmental 
stimuli. The fluctuation in ABA partially corresponds with the overall expression trend of ABA-
metabolic genes. In general, the PR-phenotype had an up-regulated expression towards the end 
of germination, and the NR-phenotype already displayed higher expression levels at T0 stage 
that decreased and became similar to the PR-seeds. Xerico, an important regulator of ABA 
synthesis during osmotic and drought stresses in vegetative tissues, is highly abundant in T0 NR-
seeds and could be involved in the difference in ABA levels between the phenotypes. In 
Arabidopsis (Ko, Yang and Han, 2006) and rice (Zeng, Hou, Xiao and Liu, 2015) it has been 
demonstrated an enhancement of ABA levels in transgenic plants overexpressing Xerico. These 
plants also displayed enhanced transcript levels of NCED genes, which are known to catalyse a 
rate-limiting step in the ABA synthesis pathway (Thompson et al., 2007). 

The regulation of lipid metabolism begins at the transcriptomic level during germination, 
though storage lipids are mainly mobilized after radicle protrusion, during seedling establishment 
(Graham, 2008). In C. aesculifolia we observed this tight regulation, in which lipid content was 
maintained at high levels during early stages, until reaching the 50% RWC (Fig. 7). In the PR-
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phenotype, this pattern was accompanied by the up-regulation of diverse lipid-related processes, 
from which the most relevant was lipid catabolism, and regulatory processes such as protection 
against ROS and detoxification mechanisms (Fig. 6; Table S3). In the NR-phenotype lipid-
related processes were also detected, however it was noticeable the underrepresentation of lipid 
catabolism and detoxification mechanisms. Instead, the untreated NR-seeds displayed an 
enrichment in the metabolism of membrane lipids (Fig. 6) and toxic lipid-derived compounds 
such as methylglyoxal (Li, 2016; Hoque et al., 2016; Table S4). Meanwhile, the primed NR-
seeds displayed the lowest diversity of lipid-related processes, and no enrichment of lipid 
catabolism through β-oxidation (Fig. 6; Table S4). Several authors have observed that storage oil 
breakdown during germination is not a requirement for successful radicle protrusion, but 
peroxisomal β-oxidation does affect germination performance (Graham, 2008; Kelly et al., 2011). 
In C. aesculifolia, the positive response to priming was associated to a faster germination, as well 
as a reduction of storage lipids at T0. This suggests that lipid quantification could be a fast and 
easy test alongside germination performance assessment in C. aesculifolia seed batches. These 
tests could aid in the decision-making process of whether to use a certain batch for the plant 
propagation needed in restoration programs. It is an open question whether the early mobilization 
of storage lipids is a species-specific phenomenon, of if it could be a common process of species 
with lipid-rich seeds.  

Seed batch quality is fundamental for successful restoration programs and, in the case of 
C. aesculifolia, the effects of storage over germination take several years to be noticeable. The 
2012-5y batch is the batch with the longest time in storage, but only the t50 has shown a 
statistically significant difference with respect to its germination performance when freshly 
collected (~11 and ~9 days, respectively Fig. S9). This seed batch showed a lower final 
germination when freshly collected in contrast to the 2014 and 2015 seed batches. These t50 
values are within the observed variation across batches; thus, the combined testing of priming 
response with continuous testing over time could aid in better assessing the quality of a seed 
batch. A similar trend was observed in the 2014 seed batch, which showed a lower GI after 3 
years of storage, but the other tested germination attributes were like freshly collected seeds (Fig. 
1). However, the major difference between the assessments performed in this batch (2014, and 
2014-3y) is associated to the loss of the response to priming, which in turn is associated to a shift 
in its overall transcriptomic landscape during its permanence in storage. 

The 2016 seed batch was tested when freshly collected, but the negative response to the 
priming treatment and lack of lipid mobilization at T0 also correlated to a low germination 
performance. The 2012, 2016 and 2017 batches developed in dryer years, receiving about 70% 
of the expected annual rain for the region (García, 2004), which could have generated stressful 
conditions during seed development. In C. aesculifolia, water availability determines tree 
phenology and growth, particularly the timing of leaf flush and abscission. Also, unlike other 
related species in the Malvaceae family, this species flowers by the end of the dry season and its 
fruits are retained until the next dry season (Lobo et al., 2003). Thus, the integration of external 
signals into the germination program during maturation could impair the perception and response 
to the adequate conditions for germination and seedling establishment.  

In species with physiological dormancy such as Arabidopsis it has been described a 
“germination checkpoint” mediated by ABA, which controls whether a seed will transition from 
primary dormant, to non-dormant, or to secondary dormancy prior to the commitment to 
continue the germination program (Catusse et al., 2008). In C. aesculifolia, this checkpoint could 
deal with the proper ABA signalling related to the water imbibition process during the sporadic 
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rains, and seems to be influenced by the maturation environment. The successful timing of 
germination is dependent of the adequate perception of the rainy season in the TDF. However, 
this ecosystem is currently at risk of alterations in precipitation regimes, as well as in soil 
properties due to anthropogenic disturbances and climate change (Dantas et al., 2020; Pulla et al., 
2015). These alterations not only have been demonstrated to have negative impacts on 
germination, as it was reported in several species of the Brazilian TDF (Dantas et al., 2020), but 
also are expected to have cascading effects on plant physiology and survival at later 
developmental stages (Pulla et al., 2019). Thus, it will be necessary to further understand the 
physiological mechanisms that control the proper integration of external signals to ensure the 
survival of new individuals in a rapidly changing environment. Further analyses are also needed 
to understand the relevance of the response to the hydration-dehydration cycles in later 
developmental stages. 
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CAPÍTULO V. El estudio de la biología de las semillas de especies silvestres desde la 
perspectiva molecular y ecofiosiológica.  

 
La germinación representa la culminación del programa de desarrollo de las semillas y se ve 
afectada por las condiciones ambientales que experimenta la planta madre durante el proceso de 
maduración. Durante la maduración, se establecen tanto la condición de latencia como la 
tolerancia a la deshidratación. Estas características están moduladas por el medio al que están 
sometidas, teniendo un impacto importante sobre las especies silvestres. En este trabajo se 
realizó una revisión de las bases moleculares de la maduración, los procesos de imposición y 
pérdida de latencia, así como el proceso de germinación en diferentes especies silvestres con 
diferentes historias de vida, y provenientes de diversos hábitats. También se especifica cuáles de 
estas especies presentan cierto tipo de manejo o procesos de domesticación. Se discute el 
impacto que ha tenido el proceso de domesticación sobre determinadas características de la 
semilla, así como la importancia de determinar etapas fisiológicas con base a características 
morfológicas, para afrontar las complejidades del estudio de estas especies y preservar su 
diversidad genética y respuestas fisiológicas. Este ejercicio bibliográfico demostró que, hasta la 
fecha, los estudios genéticos y moleculares del proceso de maduración siguen siendo realizados 
en especies modelo como Arabidopsis y en especies domesticadas. Sin embargo, el advenimiento 
de técnicas de secuenciación masiva de nueva generación ha permitido el análisis de la 
germinación en especies silvestres, es en estas especies donde se observa un mayor interés por 
determinar estadios fisiológicos para poder hacer análisis comparativos de la fisiología de la 
semilla, en lugar de usar la edad cronológica. Asimismo, resalta la necesidad de promover el 
estudio de especies silvestres, debido a su baja representación en bancos de germoplasma ex situ 
y a la necesidad de promover la variabilidad genética de los lotes almacenados en estos bancos. 
El comprender los mecanismos fisiológicos asociados a la maduración y germinación de las 
semillas con énfasis en las especies silvestres será necesario para promover la adaptabilidad y 
supervivencia de las especies ante la crisis actual de cambio climático.  
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CONCLUSIONES 
• El transcriptoma de las semillas puede ser alterado durante el proceso de maduración 

debido a condiciones adversas experimentadas por la planta madre o por el tiempo en 
almacenamiento en condiciones subóptimas. Este perfil transcriptómico de la semilla 
seca es el determinante principal de la capacidad para responder e incorporar los 
estímulos ambientales al programa de germinación.  

• El contenido relativo de agua (CRA) refleja la progresión del programa de germinación, 
mostrando un ajuste importante de dicho programa en estadios tempranos de hidratación. 
Estos cambios sugieren que, en C. aesculifolia, el mecanismo molecular que regula la 
decisión de culminar el proceso de germinación ocurre en etapas tempranas de 
hidratación, previo al estadio fisiológico de ruptura de testa. 

• El CRA es una estrategia confiable y reproducible para rastrear los eventos asociados al 
proceso de germinación en C. aesculifolia. Esta estrategia permite contrastar lotes con 
desempeño germinativo distintos, independientemente del origen de dichas diferencias. 

• La actividad de las PME en las semillas de C. aesculifolia muestra un incremento 
paulatino durante la germinación, alcanzando un punto máximo de actividad cercano al 
momento de ruptura de la testa. Esta dinámica concuerda con lo observado en otras 
especies modelo.  

• Las semillas de C. aesculifolia presentan un contenido alto de lípidos, los cuales son 
movilizados en etapas tardías de la germinación, para proveer de energía a la nueva 
plántula durante el establecimiento y la transición hacia la autotrofía. 

• La regulación transcriptómica de las vías de metabolismo de lípidos correlaciona con los 
estadios fisiológicos en los que ocurre la movilización de lípidos durante la germinación.  

• La respuesta positiva al acondicionamiento está asociada con una regulación del 
catabolismo de lípidos, potencialmente por medio de la vía de β-oxidación. Esta 
regulación genera una movilización temprana de lípidos, observable en la semilla seca 
post-tratamiento. 

• Las semillas que no responden al acondicionamiento no mostraron un enriquecimiento de 
la vía de β-oxidación durante la germinación temprana, en cambio, mostraron un 
enriquecimiento importante de vías de metabolismo de lípidos de membrana. 

• Las semillas que incorporan exitosamente el estímulo hídrico del acondicionamiento con 
el programa de germinación presentan una movilización temprana de lípidos. La 
cuantificación de esta movilización temprana podría ser un indicador fácil y rápido en su 
implementación para determinar la calidad y el potencial de germinación de un lote dado.  

• El acondicionamiento mátrico genera un ajuste fino de las vías genéticas que constituyen 
el programa de germinación, generando únicamente un cambio neto en la expresión de un 
número reducido de genes. 

• Los genes que muestran un cambio en la expresión neta en respuesta al 
acondicionamiento están asociados a respuestas a estímulos externos como defensa 
contra hongos, estrés osmótico o estrés oxidativo.  

• Las semillas que no responden favorablemente al acondicionamiento muestran una 
dinámica de hidratación similar a las semillas con respuesta favorable al tratamiento. Sin 
embargo, la fase de baja hidratación presenta mayor variabilidad en su duración, llegando 
a ser más prolongada. 
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• Las semillas con respuesta positiva al acondicionamiento mostraron una disminución de 
los niveles de ABA endógenos durante la hidratación temprana, mientras que el fenotipo 
negativo mostró un aumento incluso superior a los niveles de ABA observados en la 
semilla seca. Esta dinámica podría constituir parte del mecanismo regulador de la toma 
de decisión de concretar el proceso de germinación. 

• El estudio de la germinación a nivel genético y molecular en especies silvestres aún es 
escaso. Sin embargo, los estudios en estadios fisiológicos discretos en lugar de tiempo 
cronológico han permitido el avance de la disciplina en diversas especies. Es fundamental 
la promoción del estudio de más especies silvestres, debido a que la mayoría de los 
sistemas modelo pertenecen a unas cuantas especies domesticadas, anuales, de ambientes 
templados y con latencia fisiológica. 
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ANEXOS 
Anexo 1. Protocolo de extracción de RNA a partir de semillas (modificado de Li y Trick, 
2005) 
 
Buffer 1   100 mM Tris pH 8.0 
                 150 mM LiCl, 50 mM EDTA 
                 1.5% Dodecil sulfato de sodio (SDS) 
                 1.5% 2-mercapto-etanol 
Buffer 2   0.91 M citrato de sodio 
                 2.4 M acetato de sodio 
                 10% Laurylsarcosine 
                 pH 4.0-5.0 
1. Macerar la muestra en mortero con nitrógeno líquido y transferir a un tubo de 1.5 ml 

(libre de RNAsas) para microcentrífuga. La cantidad de polvo no debe rebasar la marca 
de 250 μl. 

2. Agregar 400 μl de buffer 1 y mezclar perfectamente con una punta de micropipeta o por 
vórtex. 

3. Agregar 250 μl de fenol-cloroformo-isoamílico (25:24:1) pH 8.0; mezclar por inversión y 
centrifugar a 11,700 rpm durante 15 min a 4°C. 

4. Transferir con cuidado la fase acuosa a un tubo nuevo de 1.5 ml y agregar 250 μl de 
buffer 2; mezclar por inversión e incubar 10 min a temperatura ambiente. 

5. Agregar 1ml de TRIZOL, mezclar por inversión e incubar a temperatura ambiente 
durante 5 min. Centrifugar la muestra a 11,700 rpm 15 min a 4°C. 

6. Transferir la fase acuosa transparente a un tubo nuevo de 1.5 ml y agregar 1/5 del 
volumen de cloroformo. Centrifugar la muestra a 11,700 rpm 15 min a 4°C. 

7. Pasar el sobrenadante a un tubo nuevo y agregar 1/3 de volumen de isopropanol, mezclar 
por inversión y agregar 1/10 de volumen (del sobrenadante) de acetato de sodio 3M pH 
5.2. Incubar en hielo por 15 min. 

8. Centrifugar la muestra a 11,700 rpm por 15 min a 4°C. 
9. Eliminar el sobrenadante y lavar el pellet con etanol al 70%. 
10. Secar el pellet y re-suspender en 50 μl de H2O libre de RNAsas. 
11. Almacenar el RNA a -70°C hasta su utilización. 
 
 
Anexo 2. Calidad y nivel de lecturas pareadas de 100pb obtenidas por biblioteca de 
RNAseq. 
 
Registro de la base SRA Nombre de la biblioteca Lecturas totales 
SAMN12611291 AG_C1_1_3C_R1  4,498,548 
SAMN12611291 AG_C1_1_3C_R2  4,498,548 
SAMN12611291 AG_C2_1_1_R1  3,492,306 
SAMN12611291 AG_C2_1_1_R2  3,492,306 
SAMN12611291 AG_C3_3_1_R1  6,702,499 
SAMN12611291 AG_C3_3_1_R2  6,702,499 
SAMN12611291 AG_P1_1_2P_R1  5,383,072 
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Registro de la 
base SRA Nombre de la biblioteca Lecturas 

totales 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_1_1  1,260,657 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_1_2  1,260,657 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_2_1  1,960,316 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_2_2  1,960,316 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_3_1  3,233,783 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_3_2  3,233,783 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_4_1  1,217,511 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_4_2  1,217,511 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_5_1  3,929,721 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_5_2  3,929,721 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_6_1  2,555,219 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_6_2  2,555,219 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_7_1  5,009,356 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_7_2  5,009,356 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_8_1  6,913,534 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_8_2  6,913,534 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_9_1  5,453,352 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_9_2  5,453,352 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_10_

1  
9,977,047 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_10_
2  

9,977,047 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_11_
1  

7,476,922 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_11_
2  

7,476,922 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_12_
1  

7,734,694 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_12_
2  

7,734,694 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_13_
1  

9,944,690 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_13_
2  

9,944,690 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_14_
1  

15,812,297 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_14_
2  

15,812,297 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_15_
1  

17,246,752 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_15_
2  

17,246,752 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_16_
1  

17,737,645 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_16_
2  

17,737,645 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_17_
1  

15,440,236 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_17_
2  

15,440,236 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_18_
1  

14,043,807 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_18_
2  

14,043,807 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_19_
1  

12,389,341 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_19_
2  

12,389,341 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_20_
1  

12,662,340 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_20_
2  

12,662,340 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_21_
1  

14,137,815 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_21_
2  

14,137,815 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_22_
1  

14,810,131 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_22_
2  

14,810,131 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_23_
1  

15,718,464 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_23_
2  

15,718,464 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_24_
1  

12,980,228 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_24_
2  

12,980,228 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_25_
1  

16,216,395 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_25_
2  

16,216,395 

Registro de la 
base SRA Nombre de la biblioteca Lecturas 

totales 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_26_

1  
14,659,470 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_26_
2  

14,659,470 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_27_
1  

16,359,898 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_27_
2  

16,359,898 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_28_
1  

10,535,078 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_28_
2  

10,535,078 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_29_
1  

14,513,548 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_29_
2  

14,513,548 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_30_
1  

14,433,618 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_30_
2  

14,433,618 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_31_
1  

13,533,127 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_31_
2  

13,533,127 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_32_
1  

17,127,932 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_32_
2  

17,127,932 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_33_
1  

18,691,122 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_33_
2  

18,691,122 
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SAMN12611292 POOL1_XIMENA_34_
1  

13,620,740 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_34_
2  

13,620,740 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_35_
1  

11,710,751 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_35_
2  

11,710,751 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_36_
1  

14,992,386 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_36_
2  

14,992,386 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_37_
1  

12,099,889 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_37_
2  

12,099,889 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_38_
1  

13,226,172 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_38_
2  

13,226,172 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_39_
1  

15,587,051 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_39_
2  

15,587,051 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_40_
1  

13,220,814 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_40_
2  

13,220,814 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_41_
1  

11,593,188 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_41_
2  

11,593,188 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_42_
1  

15,748,435 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_42_
2  

15,748,435 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_43_
1  

10,171,731 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_43_
2  

10,171,731 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_44_
1  

12,599,728 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_44_
2  

12,599,728 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_45_
1  

9,201,476 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_45_
2  

9,201,476 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_46_
1  

9,940,334 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_46_
2  

9,940,334 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_47_
1  

9,851,750 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_47_
2  

9,851,750 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_48_
1  

12,703,784 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_48_
2  

12,703,784 

SAMN12611292 POOL1_XIMENA_1_1  1,260,657 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_1_2  1,260,657 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_2_1  1,960,316 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_2_2  1,960,316 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_3_1  3,233,783 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_3_2  3,233,783 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_4_1  1,217,511 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_4_2  1,217,511 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_5_1  3,929,721 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_5_2  3,929,721 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_6_1  2,555,219 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_6_2  2,555,219 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_7_1  5,009,356 
SAMN12611292 POOL1_XIMENA_7_2  5,009,356 

 
Anexo 3. Estadísticas de calidad del ensamble de cada biblioteca secuenciada. 
Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor 

library1 Total  
transcripts: 39806 library2 Total  

transcripts: 42511 library3 Total  
transcripts: 44044 

2014_CT0 

Percent GC 42.64 

2015-
1_CT0 

Percent GC 42.61 

2015-
2_CT0 

Percent GC 42.56 
Contig N50 1442 Contig N50 1444 Contig N50 1448 
Median contig 
length 876 Median contig 

length 875 Median contig 
length 883 

Average contig 1104.88 Average contig 1105.2 Average contig 1111.64 
Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor 

library4 Total  
transcripts: 38326 library5 Total  

transcripts: 40623 library6 Total  
transcripts: 44355 

2014_PT0 

Percent GC 42.68 

2015-
1_PT0 

Percent GC 42.64 

2015-
2_PT0 

Percent GC 42.58 
Contig N50 1447 Contig N50 1439 Contig N50 1449 
Median contig 
length 881 Median contig 

length 874 Median contig 
length 881 

Average contig 1107.95 Average contig 1102.63 Average contig 1110.31 
Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor 

library1 Total  
transcripts: 70164 library2 Total  

transcripts: 132430 library3 Total  
transcripts: 136296 

AG-1416C 
Percent GC 41.64 AG-

15R16C 

Percent GC 41.04 AG-
15L16C 

Percent GC 41.38 
Contig N50 1301 Contig N50 1245 Contig N50 1240 
Median contig 673 Median contig 663 Median contig 657 
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length length length 
Average contig 938.41 Average contig 912.81 Average contig 906.32 

Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor 

library4 Total  
transcripts: 75625 library5 Total  

transcripts: 82829 library6 Total  
transcripts: 115498 

AG-1416P 

Percent GC 41.81 

AG-
15R16P 

Percent GC 41.45 

AG-
15L16P 

Percent GC 41.23 
Contig N50 1274 Contig N50 1319 Contig N50 1271 
Median contig 
length 661 Median contig 

length 684 Median contig 
length 673 

Average contig 919.93 Average contig 950.83 Average contig 927.49 
Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor 

library7 Total  
transcripts: 124216 library8 Total  

transcripts: 175348 library9 Total  
transcripts: 212851 

AG-1450C 

Percent GC 41.36 

AG-
15R50C 

Percent GC 40.81 

AG-
15L50C 

Percent GC 40.94 
Contig N50 1264 Contig N50 1201 Contig N50 1146 
Median contig 
length 667 Median contig 

length 644 Median contig 
length 613 

Average contig 918.98 Average contig 884.56 Average contig 845.91 
Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor 

library10 Total  
transcripts: 212119 library11 Total  

transcripts: 228706 library12 Total  
transcripts: 172823 

AG-1450P 

Percent GC 40.65 

AG-
15R50P 

Percent GC 40.43 

AG-
15L50P 

Percent GC 40.87 
Contig N50 1149 Contig N50 1124 Contig N50 1217 
Median contig 
length 614 Median contig 

length 601 Median contig 
length 655 

Average contig 847.59 Average contig 831.11 Average contig 894.62 
Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor 

library13 Total 
transcripts: 254728 library14 Total  

transcripts: 288247 library15 Total  
transcripts: 294893 

AG-14TRC 

Percent GC 40.35 

AG-
15RTRC 

Percent GC 40.2 

AG-
15LTRC 

Percent GC 40.29 
Contig N50 1097 Contig N50 1040 Contig N50 1035 
Median contig 
length 591 Median contig 

length 560 Median contig 
length 559 

Average contig 814.73 Average contig 778.69 Average contig 776.39 
Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor 

library16 Total  
transcripts: 275324 library17 Total  

transcripts: 273774 library18 Total  
transcripts: 304050 

AG-14TRP 

Percent GC 40.43 

AG-
15RTRP 

Percent GC 40.46 

AG-
15LTRP 

Percent GC 40.21 
Contig N50 1066 Contig N50 1068 Contig N50 1021 
Median contig 
length 573 Median contig 

length 574 Median contig 
length 550 

Average contig 793.69 Average contig 794.82 Average contig 765.94 
Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor 

library19 Total  
transcripts: 284446 library20 Total  

transcripts: 286688 library21 Total  
transcripts: 294581 

AG-14GC 

Percent GC 40.34 

AG-
15RGC 

Percent GC 40.35 

AG-15LGC 

Percent GC 40.32 
Contig N50 1050 Contig N50 1047 Contig N50 1036 
Median contig 
length 567 Median contig 

length 569 Median contig 
length 560 

Average contig 785.68 Average contig 785.95 Average contig 777.28 
Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor 

library22 Total  
transcripts: 298547 library23 Total  

transcripts: 268600 library24 Total  
transcripts: 289530 

AG-14GP 

Percent GC 40.27 

AG-15RGP 

Percent GC 40.31 

AG-15LGP 

Percent GC 40.32 
Contig N50 1030 Contig N50 1031 Contig N50 1043 
Median contig 
length 555 Median contig 

length 557 Median contig 
length 566 

Average contig 772.24 Average contig 773.35 Average contig 782.54 
Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor 

library25 Total  
transcripts: 241656 library26 Total  

transcripts: 249854 library27 Total  
transcripts: 293462 

AG-
143aT0C 

Percent GC 40.47 

AG-12T0C 

Percent GC 40.57 

AG-
16RT0C 

Percent GC 40.18 
Contig N50 1099 Contig N50 1093 Contig N50 1026 
Median contig 
length 584 Median contig 

length 575 Median contig 
length 546 

Average contig 812.41 Average contig 803.57 Average contig 766.2 
Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor 
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library28 Total  
transcripts: 219710 library29 Total  

transcripts: 268053 library30 Total  
transcripts: 273721 

AG-
143aT0P 

Percent GC 40.5 

AG-12T0P 

Percent GC 40.18 

AG-
16RT0P 

Percent GC 40.25 
Contig N50 1130 Contig N50 1058 Contig N50 1051 
Median contig 
length 603 Median contig 

length 567 Median contig 
length 559 

Average contig 834.2 Average contig 789.31 Average contig 782.5 
Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor 

library31 Total  
transcripts: 293426 library32 Total  

transcripts: 279282 library33 Total  
transcripts: 275764 

AG-
143a50C 

Percent GC 40.2 

AG-1250C 

Percent GC 40.34 

AG-
16R50C 

Percent GC 40.49 
Contig N50 1031 Contig N50 1051 Contig N50 1061 
Median contig 
length 555 Median contig 

length 564 Median contig 
length 573 

Average contig 773.42 Average contig 785.11 Average contig 793.24 
Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor 

library34 Total  
transcripts: 281279 library35 Total  

transcripts: 296322 library36 Total  
transcripts: 305560 

AG-
143a50P 

Percent GC 40.2 

AG-1250P 

Percent GC 40.15 

AG-
16R50P 

Percent GC 40.38 
Contig N50 1046 Contig N50 1028 Contig N50 1016 
Median contig 
length 563 Median contig 

length 551 Median contig 
length 542 

Average contig 783.41 Average contig 769.5 Average contig 759.97 
Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor 

library37 Total  
transcripts: 254317 library38 Total  

transcripts: 200627 library39 Total  
transcripts: 288364 

AG-
143aTRC 

Percent GC 40.42 

AG-12TRC 

Percent GC 40.97 

AG-
16RTRC 

Percent GC 40.4 
Contig N50 1099 Contig N50 1170 Contig N50 1044 
Median contig 
length 597 Median contig 

length 635 Median contig 
length 566 

Average contig 819.61 Average contig 867.2 Average contig 783.72 
Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor 

library40 Total  
transcripts: 258802 library41 Total  

transcripts: 269786 library42 Total  
transcripts: 251854 

AG-
143aTRP 

Percent GC 40.38 

AG-12TRP 

Percent GC 40.42 

AG-
16RTRP 

Percent GC 40.45 
Contig N50 1089 Contig N50 1078 Contig N50 1100 
Median contig 
length 594 Median contig 

length 575 Median contig 
length 600 

Average contig 815.03 Average contig 798.01 Average contig 822.32 
Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor 

library43 Total  
transcripts: 250499 library44 Total  

transcripts: 285116 library45 Total  
transcripts: 277377 

AG-
143aGC 

Percent GC 40.54 

AG-12GC 

Percent GC 40.22 

AG-
16RGC 

Percent GC 40.48 
Contig N50 1105 Contig N50 1048 Contig N50 1063 
Median contig 
length 605 Median contig 

length 571 Median contig 
length 575 

Average contig 826.41 Average contig 788.11 Average contig 794.18 
Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor Nombre Atributo Valor 

library46 Total  
transcripts: 250172 library47 Total  

transcripts: 245977 library48 Total  
transcripts: 266491 

AG-
143aGP 

Percent GC 40.61 

AG-12GP 

Percent GC 40.61 

AG-16RGP 

Percent GC 40.97 
Contig N50 1104 Contig N50 1112 Contig N50 1078 
Median contig 
length 601 Median contig 

length 604 Median contig 
length 579 

Average contig 824.2 Average contig 828.49 Average contig 801.04 
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Anexo 4. Gráficos del análisis de calidad de las 48 bibliotecas secuenciadas. A) cuentas por 
millón de lecturas detectadas por gen, por biblioteca. B) cuentas por millón normalizadas por el 
método de medias recortadas. C) Densidad de cuentas por millón en escala logarítmica (base 2) 
por biblioteca, agrupadas por estadio fisiológico y tratamiento. 

 
 
 
Anexo 5. Método de Bligh y Dyer (1959) para la cuantificación de lípidos totales. 

• Para 100mg de muestra: 

1) Agregar 1 ml de CHCl3/MeOH (1:2) a la muestra de tejido y 0.27 ml de H2O, agitar 
vigorosamente durante 5min. 
2) Agregar 0.0.33 ml de CHCl3 y agitar por un minuto. 
3) Agregar 0.3 ml de H2O y agitar por un minuto. 
4) Centrifugar 1 min a 2000 rpm para separar las fases. 
5) Los lípidos se encuentra en la fase orgánica (inferior). Transferir la fase orgánica a un tubo 
nuevo y dejar que se evapore cualquier rastro del solvente. 
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Anexo 6. Figuras suplementarias que acompañan los resultados presentados en el Capítulo 
II: Regulación transcriptómica del proceso de germinación, el contenido relativo de agua (CRA) 
como una aproximación a fases del desarrollo discretas durante la germinación.  
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Anexo 7. Figuras suplementarias que acompañan los resultados presentados en el capítulo 
IV: El transcriptoma de la semilla seca y su relevancia en la capacidad de responder a estímulos 
ambientales, el caso de la respuesta al acondicionamiento mátrico. 
 
Table S1. Cold and Warm episodes by season, associated to the El Niño-Southern Oscillation 
(ONI). The estimates were obtained from the NOAA Center for Weather and Climate Prediction 
(https://origin.cpc.ncep.noaa.gov). The trimesters begin on December (D) of the previous year 
and end on January (J) of the following year. We present the years from 2011 (maturation season 
for the 2012 seed batch), until 2018 (last collection year presented in this study). The color scale 
indicates the severity of the temperature anomaly registered for that trimester (blue: colder than 
average; red: warmer than average). The numbers marked by a green box indicate the normal 
season in which seed batches are usually collected. The numbers in a yellow box indicate the 
collection of the 2016 and 2017 seed batches, which occurred out of the usual seed dispersal 
season. It is noticeable that the 2016 and 2017 seed batches matured in the two years with the 
most severe weather anomalies detected in the nine years presented. 

Year 
Average effect by trimester of the year 

DJF JFM FMA MAM AMJ MJJ JJA JAS ASO SON OND NDJ 
2011 -1.4 -1.1 -0.8 -0.6 -0.5 -0.4 -0.5 -0.7 -0.9 -1.1 -1.1 -1 

2012 -0.8 -0.6 -0.5 -0.4 -0.2 0.1 0.3 0.3 0.3 0.2 0 -0.2 

2013 -0.4 -0.3 -0.2 -0.2 -0.3 -0.3 -0.4 -0.4 -0.3 -0.2 -0.2 -0.3 

2014 -0.4 -0.4 -0.2 0.1 0.3 0.2 0.1 0 0.2 0.4 0.6 0.7 

2015 0.6 0.6 0.6 0.8 1 1.2 1.5 1.8 2.1 2.4 2.5 2.6 

2016 2.5 2.2 1.7 1 0.5 0 -0.3 -0.6 -0.7 -0.7 -0.7 -0.6 

2017 -0.3 -0.1 0.1 0.3 0.4 0.4 0.2 -0.1 -0.4 -0.7 -0.9 -1 

2018 -0.9 -0.9 -0.7 -0.5 -0.2 0 0.1 0.2 0.5 0.8 0.9 0.8 

Scale El Niño effect Scale La Niña effect 

0.5 to 1 Weak -0.5 to -1 Weak 

1 to 1.5 Moderate -1 to -1.5 Moderate 

1.5 to 2 Strong -1.5 to -2 Strong 

above 2 Very Strong below -2 Very strong 
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Figure S1. Germination curves of the seed batches collected in 2017 and 2018, which were tested 
after a 30-day period of after-ripening, and had no positive response to the priming treatment. A) 
seed batch collected in 2017; B) seed batch collected in 2018. The asterisk in B depicts a 
statistically significant difference in the timing of the onset of germination between primed seeds 
and its respective control. 
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Table S2. Alphanumerical codes used to identify profiles in control seed batches and its 
equivalency in the profiles detected in primed seeds for PR- and NR- batches, as well as the 
contrast between priming phenotypes. Numbers were assigned within each contrast based on 
profile size, from largest to smallest, and ordering profiles present in both treatments before 
treatment-specific profiles. Letters were assigned in order to distinguish controls (a and c) from 
primed seeds (b and d). 

Profile trend 
in Figure 2A 

PR phenotype 

Profile pairs in 
Figure 2A 

Profile trend 
in 

Figure 2B 
NR phenotype 

Profile pairs in 
Figure 2B 

control priming control priming 

Up 1-a 1-b Up 1-c 1-d 
Up 2-a 2-b Up 2-c 2-d 
Up 3-a 3-b Up 3-c 3-d 
Up 4-a 4-b Up-then-down 6-c 6-d 

Up-then-down 5-a 5-b Up-then-down 7-c 7-d 
Up-then-down 6-a 6-b Up-then-down 8-c 8-d 
Down-then-up 8-a 8-b Up-then-down 9-c 9-d 
Down-then-up 9-a 9-b Up-then-down 10-c 10-d 

Down 11-a 11-b Down-then-up 16-c 16-d 
Down 11-a 11-b Down 17-c 17-d 

Unpaired profiles 
Up-then-down 7-a - Up 4-c - 
Down-then-up - 10-b Up - 5-d 

- - - Up-then-down 11-c - 
- - - Up-then-down - 12-d 
- - - Up-then-down - 13-d 
- - - Down-then-up 14-c - 
- - - Down-then-up - 15-d 
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Figure S2. A summary of broad GO-term classes detected in all profiles of control (“a”), and 
primed (“b”) batches with a positive response to priming (PR-phenotype). Filtering of the 
enriched categories was performed using an accumulative hypergeometric distribution of p-
values. The remaining significant terms were then hierarchically clustered into a tree based on 
Kappa-statistical similarities among their gene memberships, and a kappa score of 0.3 was 
applied as the threshold to cast the tree into term clusters (Zhou et al., 2019).   
 

 
Figure S3. A summary of broad GO-term classes detected in all profiles of control (“c”), and 
primed (“d”) batches with a negative response to priming (NR-phenotype). Filtering of the 
enriched categories was performed using an accumulative hypergeometric distribution of p-
values. The remaining significant terms were then hierarchically clustered into a tree based on 
Kappa-statistical similarities among their gene memberships, and a kappa score of 0.3 was 
applied as the threshold to cast the tree into term clusters (Zhou et al., 2019).   
 



 

 123 

 
Figure S4. GO-term network of the top 20 clusters detected in control (A and C) and primed 
seeds (B and D) from the PR phenotype. Panels A and B depict each cluster with a different 
colour; the terms within a cluster are represented by nodes and the edges represent a similarity 
score > 0.3; node size represents the number of genes included within each term. Panels C and D 
are coloured by profile-trend groups. Red tones: Up-regulation trend; orange tones: up-down-
regulation trend; turquoise tones: down-up-regulation trend; and blue tones: down-regulation 
trend. 
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Figure S5. GO-term network of the top 20 clusters detected in control (A and C) and primed 
seeds (B and D) from the NR phenotype. Panels A and B depicts each functional cluster with a 
different colour; the terms within a cluster are represented by nodes and the edges represent a 
similarity score > 0.3; node size represents the number of genes included within each term. 
Panels C and D are coloured by profile-trend groups. Red tones: Up-regulation trend; yellow 
tones: up-down-regulation trend; turquoise tones: down-up-regulation trend; and blue tones: 
down-regulation trend. 
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Figure S6. Expression trend during germination of the differentially expressed genes between 
control and primed seeds in the PR (A) and NR (B) phenotypes. 
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Figure S7. Expression pattern of the identified ABA-metabolism genes in PR- and NR-seeds. 
The asterisk (*) indicates those genes that had a differential expression at the T0 stage between 
priming phenotypes. 
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Figure S8. Gene set comparison of the DE genes detected in C. aesculifolia and three publicly 
available gene sets of DE genes in response to different priming methods. The purple lines 
connect identical genes between gene sets. The blue lines indicate those genes which have 
common biological functions. 
 

 
Figure S9. Germination performance of untreated seeds collected in 2012 and tested after 5 years 
in storage. The * at the middle of the graph corresponds to a statistically significant increase of 
t50 in the stored seeds. 
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