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Abstract

Transcription factors (TF) are proteins from different families that regulate genes
expression and developmental processes have been asociated to submergence stress, for
example, ETHYLENE RESPONSE FACTOR (ERFs), WRKYs, NO APICAL MERISTEM
(NAM), ZINC FINGER (ZF), HEAT SHOCK FACTORS (HSFs) y AUXIN RESPONSE FACTOR
(ARF). Recently, the US Department of Energy released a collection of Brachypodium T-DNA
lines that are useful for understanding the function of interrupted genes. In this work, it is
proposed to study mutants of T-DNA in genes that encode TFs that are active during
submergence stress in the grass model Brachypodium distachyon.

The RNA-Seq database of Brachypodium distachyon Bd21 submerged for 48 h
(GSE74222) available at the Plant Biotechnology Laboratory of UNPA, was used to determine
those TFs active during submergence stress. Subsequently, Brachypodium T-DNA lines were
searched in the JGI Brachypodium database (JGI-DOE) and the seeds of the identified lines
were requested. Bioinformatic analyzes were carried out to design oligonucleotides and follow
the genetic segregation of the insertion in the plants.

Once homozygous mutant plants were found, the T-DNA insertion was verified by PCR.
Subsequently, plants identified as insertional mutants were grown and characterized
phenotypically under conditions of normal growth and flood stress. Flowering time, morphology
in general, lethal time 50 (LTso0), number of leaves and percentage of survival were measured.

Bd21-3 is the genetic background of T-DNA insertional plants, however, it has not been
reported its tolerance level to submergence stress. Here, we observed that it is a toleramt ecotype
and was used to observe the mutants surival capacities. T-DNA mutants for Bradi2g54720
(JJ20483-T3W-5, BdWRKY57), Bradi2g22440 (JJ19596-T96W-7, BdAWRKY46) 'y
Bradilgl7961(JJ28379-T9E-3 y JJ22103-T3E-1, ERFs-VII) showed a decrease on plant fitness
that could not be statistically tested, however, a lodging phenotype not present in wild-type
plants was observed. This indicates that the KO genes are involved in repressing cell-wall
softening characteristic of plants expressing an submergence strategy of elongation.



Resumen

Los factores de transcripcion (FT) son proteinas que regulan la expresion de genes y
procesos durante el desarrollo de las plantas. En el estrés por inundacion, se han encontrado FTs
de las familias ETHYLENE RESPONSE FACTOR (ERFs), WRKYs, NO APICAL MERISTEM
(NAM), ZINC FINGER (ZF), HEAT SHOCK FACTORS (HSFs) y AUXIN RESPONSE FACTOR
(ARF). Recientemente, el Departamento de Energia de Estados Unidos liber6 una coleccién de
lineas de T-DNA de Brachypodium distachyon que son Utiles para conocer la funcion de los
genes interrumpidos. En este trabajo, se propone estudiar a mutantes de T-DNA en genes que
codifican FTs activos durante el estrés por inundacion.

A partir de la base de datos de secuenciacion del transcriptoma (RNA-Seq) de B.
distachyon Bd21 inundado por 48 h (GSE74222) generada en el Laboratorio de Biotecnologia
Vegetal de la UNPA, se seleccionaron los FTs activos durante la inundacion. Posteriormente,
se realiz la busqueda de las lineas con insercion de T-DNA de Brachypodium en la base de
datos JGI-DOE vy se solicitaron las semillas. Se realizaron analisis bioinformaticos para disefiar
oligonucleotidos y seguir la segregacion genética de la insercion. Una vez encontrados mutantes
homocigotas, se verifico la insercion de T-DNA mediante PCR.

Posteriormente, las plantas identificadas como mutantes insercionales, se crecieron y
caracterizaron fenotipicamente en condiciones de crecimiento normal y estrés por inundacion.
Se midié el tiempo de floracion, morfologia en general, tiempo letal 50 (LTs0), nimero de hojas
y porcentaje de supervivencia.

El fondo genético de Brachypodium donde se enuentran las mutantes de T-DNA es
Bd21-3, la tolerancia al estrés por inundacion en dicho ecotipo no ha sido evaluada, por lo que
se probd y se clasific6 como un ecotipo tolerante a dicho estrés y se usd para comparar el
desempefio de las mutantes. Las mutantes presentaron un decremento en la integridad menor
que el de las plantas silvestres, pero no logré diferenciarse estadisticamente. Sin embargo, si se
observo que las mutantes para los genes Bradi2g54720 (JJ20483-T3W-5, BAWRKY57),
Bradi2g22440 (JJ19596-T96W-7, BAWRKY46) y Bradilg17961(JJ28379-T9E-3 y JJ22103-
T3E-1, ERFs-VII) presentaron un fenotipo de acamamiento lo que indica que estos FTs estan
involucrados en la represion del ablandamiento de la pared celular caracteristico de las plantas

gue se elongan durante el estrés por inundacion.



1. Introduccion

1.1 México ante el cambio climatico y las inundaciones

Debido a su ubicacion geogréafica, México esta expuesto a fendmenos
hidrometeoroldgicos como la sequia, los ciclones tropicales y las inundaciones (Conde-Alvarez
y Saldafia-Zorrilla, 2007; DOF, 2014; Conde Alvarez et al., 2016). Los mas vulnerables durante
los fendmenos hidrometeorologicos son los pobladores que se encuentran en las zonas costeras
y lugares propensos a las inundaciones, pero en especial aquellos que dependen de la agricultura
(Conde-Alvarez y Saldafia-Zorrilla, 2007; Monterroso et al., 2014). Con el cambio del uso del
suelo y la explotacion de los recursos naturales, se ha generado la degradacion del suelo,
cambios en las precipitaciones e incremento de la temperatura (Magrin et al.,2007; Magrin,
2015).

Actualmente, se han comenzado a buscar estrategias como el uso de sistemas de alerta
temprana, y la observacion y monitoreo de los fenémenos hidrometeoroldgicos (Conde-Alvarez
y Saldafa-Zorrilla, 2007; ENCC, 2013). Por ejemplo, en México a partir de octubre de 2012,
entrd en vigor la Ley General de Cambio Climatico (LGCC) con el fin de generar estrategias a
mediano y largo plazo a traves de la Estrategia Nacional del Cambio Climatico ENCC y a corto
plazo el Programa Especial de Cambio Climatico (PECC; ENCC, 2013; DOF, 2014; PECC,
2014). Sin embargo, hasta ahora so6lo sea integrado la informacion de algunos municipios de
México, lo que ha permitido conocer los datos en las zonas susceptibles y establecer los
escenarios donde el cambio climético se ha hecho evidente (DOF, 2014; Conde Alvarez et al.,
2016).

De acuerdo a la informacion consultada en el Atlas Nacional de Riesgos (ANR, 2017),
las zonas maés afectadas por inundaciones en el periodo de 1960 al 2010 son Baja California
Norte y Sur, las costas de Sonora, algunas zonas de Jalisco y el centro del pais, las costas de
Tamaulipas, Tabasco, Campeche, Chiapas, Yucatan y Quintana Roo (Figura 1).



Figura 1. Inundaciones en el periodo de 1960 al 2010. Obtenido del Atlas Nacional de Riesgos.
En color azul se indican las zonas inundadas.

La busqueda de opciones y medidas para reducir los impactos del cambio climatico han
llevado al uso de genotipos adaptados, bancos de germoplasma, cultivos alternativos, cambio
de habitos en la siembra y moderacién en el uso de fertilizantes (Magrin, 2015).

En el 2012, en México se declararon a 421 municipios como afectados por fenémenos
hidrometeoroldgicos debido a que se ubican dentro de las zonas generadoras de ciclones
tropicales. El 63.3 % fueron afectados por lluvias e inundaciones, y 32.9 % por ciclones
tropicales (Carlotta, Ernesto y Paul). Estos fendmenos generaron un total de 15,265 millones de
pesos en dafios y pérdidas economicas. En lo que respecta a la agricultura, se afectaron un total
de 143,454 ha (CENAPRED, 2014).

A nivel estatal los mas afectados fueron Veracruz (Ellis et al., 2012), Oaxaca y Baja
California Sur. En Oaxaca, el impacto socioecondmico de los desastres hidrometeoroldgicos
afect6 85,523 ha generando perdidas por un total de 4,090 millones de pesos en dafios lo que se
agrava con que Oaxaca posee un 64 % de la poblacién en condiciones de pobreza, el sector que
resulta més afectados durante los desastres naturales (CENAPRED, 2014).

1.2 Respuestas de las plantas ante la inundacion
La inundacién parcial (anegamiento) o total (inmersién) causan un efecto negativo en la

mayoria de las plantas pues reduce el crecimiento, retrasa la germinacion y la floracion, induce
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la senescencia, y disminuye la productividad de los cultivos (Pefia-Castro, 2014). Las plantas
son organismos sésiles y han desarrollado diferentes mecanismos fisioldgicos (formacion de
arenquimas Yy raices adventicias) y bioquimicos para enfrentar esta condicion adversa. Son
capaces de censar las condiciones ambientales de oxigeno (O.) y desencadenar una serie de
sefiales, que resultan en la activacion de genes y sintesis de diversas proteinas relacionadas con
el estrés, generalmente asociadas al uso de energia, el ataque a patdégenos, respuesta a metales
pesados, y salinidad (Figura 2; Miro e Ismail, 2013; Atwell et al., 2014; Bailey-Serres y Colmer,
2014).

Figura 2. Posibles estreses que enfrenta la planta durante la inundacion.
El agua ocasiona la acumulacion de etileno (C2Ha,), la solubilizacion de metales pesados y otros iones, un medio
de propagacién de patégenos y la disminucion de la difusion de gases, principalmente el oxigeno, y de la luz.

Durante la inundacién hay una reduccion del intercambio de gases entre las plantas y el
entorno (COz, Oz y Etileno) por lo que puede restringirse la respiracion aerobia.
Adicionalmente, el etileno se acumula en la periferia de la planta y actda como inductor de la
transduccion de sefales a través de proteinas con identidad de factores de transcripcion como
los de la familia ETHYLENE RESPONSIVE FACTORS (ERFs) en especial los de la familia



VIl (ERFs-VII) que regulan la expresion relacionada con el desarrollo y la respuesta a estimulos
ambientales (Riechmann et al., 2000; Nakano et al., 2006; Bailey-Serres v VVoesenek, 2008).

La privacion del O en las plantas durante la inundacion ocasiona la restriccion de la
sintesis del ATP a traves del Ciclo de Krebs (también llamado de los &acidos tricarboxilicos) y
la fosforilacion oxidativa por lo que hay un cambio del metabolismo aerobio al anaerobio para
la obtencion de energia (Bailey-Serres v Voesenek, 2010; VVoesenek y Bailey-Serres, 2013).

1.2.1 Sefalizacion

La activacion transcripcional en respuesta a la hipoxia (deficiencia de Oz) es promovida
por los ERFs-VII, estos FTs se encuentran estables durante la hipoxia, sin embargo, en
condiciones normales de O> (normoxia) se desestabilizan y regulan a través de un mecanismo
de proteolisis conocido como la ruta del N-terminal (Gibbs et al., 2011).

En condiciones de normoxia (+0O3) el etileno se produce en bajas concentraciones que
se difunden en el aire por lo que la transcripcion de los ERFs también es baja; las proteinas
ERFs que se producen son atrapadas en la membrana por otras proteinas denominadas ACYL-
COA BINDING PROTEIN (ACBP) y el resto se oxidan por la ruta del N-terminal a través de
la accion secuencial de las enzimas METHIONINE AMINOPEPTIDASE (MAP) que remueve
la metionina-1 del extremo N, de PLANT CYSTEINE OXIDASE (PCOs) que usa oxigeno
molecular para convertir a la metionina en sulfocisteina y transformar al ERF en sustrato de una
ARGINYL-TRANSFERASE (ATE) que lo marcard para ser ubiquitinado por la enzima
ubiquitina-liasa PROTEOLYISIS (PRT) y finalmente, ser degradado por el proteosoma (Figura
3a).

En condiciones bajas de oxigeno, ademas de la estabilizacion de las proteinas ERFs-VII,
también se aumenta su transcripcion debido a la acumulacién del etileno alrededor de la planta,
esta condicidn permite que las proteinas estables y recién traducidas cambien su localizacién al
nacleo y promueven la transcripcion de los genes centrales de hipoxia (GCH), que en su mayor
parte codifican enzimas que cambian el metabolismo vegetal aerobio a uno anaerobio, por
ejemplo ALCOHOL DEHYDROGENASE, PYRUVATE DECARBOXYLASE, ALANINE
AMINOTRANSFERASE, LACTACTE DEHYDROGENASE, entre otras (Figura 3b, Gibbs et
al., 2011; Licausi et al., 2011).



Este mecanismo le ayuda a la planta a responder a la variabilidad y distribucién de la
concentracion de oxigeno para poder adaptarse y permitir estrategias de supervivencia durante
la inundacion y otros eventos donde las bajas concentraciones de oxigeno son relevantes, por
ejemplo, la germinacion, la acumulacion de hielo, la penetracion radicular en suelo y eventos
de contaminacion (Pefa-Castro, 2014). Sin embargo, la fermentacion incontrolada o constitutiva
puede ser perjudicial para la planta debido al agotamiento de los carbohidratos necesarios para
la planta (Fukao et al., 2006).

Figura 3 Mecanismo de accion de los ERFs-VII durante la normoxia (+O2) y el estrés por hipoxia (-O2; Pefia-
Castro, 2014).

a) En condiciones normales de oxigeno (+O), el etileno se encuentra en bajas condiciones por lo que la
transcripcion de los FTs ERFs-VII es minima y las pocas proteinas sintetizadas se oxidan por la ruta del N-terminal.
b) En condiciones bajas de oxigeno (-Oy), el etileno se acumula en la periferia de la planta y promueve la
transcripcion de los ERFs-VII y se da un cambio en el metabolismo a la ruta fermentativa en la que intervienen los
genes centrales de hipoxia (GCH). MC corresponde al motivo del N-terminal: MCGGAI (I/L).

1.3 Biologia molecular de la inundacion

La regulacién de la transcripcién durante la hipoxia se controla principalmente a través
de los miembros de la familia de FTs ERF-VII que activan al conjunto de genes GCH. En la
planta modelo Arabidopsis thaliana, el ERF-VII RAP2.12 es suficiente para desencadenar la

respuesta transcripcional (Licausi et al., 2011). RAP2.12 se regula por el O a través de la ruta
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del N-terminal, y se ha demostrado que existe un mecanismo de retroalimentacion para controlar
la actividad de RAP2.12 en el que interviene el FT HYPOXIA RESPONSE ATTENUATOR1
(HRA1) que a la vez que es uno de los principales blancos transcripcionales de RAP2.12, y su
principal inhibidor (Giuntoli et al., 2014).

A partir de ensayos de dos hibridos en levadura y fusiones de promotores con luciferasa,
se identific6 que HRAL puede interactuar con RAP2.12 en regiones del DNA, lo que permite
modular la extension de la respuesta durante la hipoxia fluctuante. Posteriormente, Giuntoli et
al. (2017a) obtuvieron mutantes con RAP2.12 sobreestabilizado mediante la delecion de los 13
amino&cidos del extremo N-terminal y mutantes de HRA1 sobreexpresantes que examinaron de
manera fenotipica en condiciones normales. Con este experimento demostraron que HRAL es
el principal modulador in vivo del ERF. Este mismo grupo de trabajo también demostrd que
existe un mecanismo mediado por factores genéticos aun desconocidos que inhibe la accién de
los ERFs en la edad adulta de la planta, pues una vez que se alcanza la madurez reproductiva,
los ERFs-VII ya no poseen la capacidad de activar a un subconjunto de GCH relacionados con

el estrés oxidativo (Giuntoli et al., 2017h).

1.4 Factores de transcripcion

Los FT son proteinas que regulan la expresion de muchos genes a través de la union a
elementos cis del DNA que se localizan en los promotores, y que se clasifican en diferentes
familias de acuerdo a su estructura. Los FTs regulan diversos procesos durante el desarrollo de
las plantas (Liu et al., 1999; Riechmann et al., 2000; Nakashima et al., 2009).

Se han realizado estudios para conocer los mecanismos de regulacion los FTs a traves
de las redes reguladoras de sefiales y se ha concluido que de acuerdo a sus objetivos primarios,
los FTs se pueden clasificar en tres clases: los objetivos de la clase | conocidos como
“posicionados” (Poised) que se encuentran unido al FT pero no muestran una regulacion génica
inducida por el FT; la clase II considerados “estables”, que se encuentran ligados y regulados
por el FT, y la clase Il transitoria o conocida como transcripcion “pega y corre” en la que la
regulacién es a través del FT pero sélo por una unién temporal que activa la transcripcion del
gen pero el mantenimiento de la actividad corre por cuenta de otro factor secundario, mientras

que el primario busca otro objetivo para continuar activandolo (Figura 4; Para et al., 2014).



Figura 4. Mecanismo de accion molecular de los FTs (Para et al., 2014).

a) El FT (circulo azul) se une a una secuencia especifica en el promotor, pero no tiene consecuencias en la
transcripcion. b) EI FT se une y atrae a la RNA polimerasa (6valo rosa) para que lleve a cabo la transcripcion del
gen. ¢) El FT se une al promotor y se asocia a otro FT (circulo verde) lo que inicia la transcripcion y el factor
original se traslada a un nuevo promotor.

1.5 Familias de FTs asociadas a la respuesta a la inundacion

Entre los factores de transcripcion activos en el estrés por inundacion, Bailey-Serres y
Voesenek (2010) realizaron una revision de la literatura y reportaron a FTs activos en el estrés
por inundacion las siguientes familias: ETHYLENE RESPONSE FACTORS (ERFs), WRKYsS,
NO APICAL MERISTEM (NAM), ARABIDOPSIS TRANSCRIPTION ACTIVATION FACTOR1-
2 (ATAF1-2) y CUP-SHAPED COTYLEDON (CUC) designados como NAC, ZINC FINGER
(ZF, dedos de zinc), HEAT SHOCK FACTORS (HSFs, factores de choque térmico) y AUXIN
RESPONSE FACTOR (ARF).

En trabajos previos en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad del
Papaloapan, se identificaron ecotipos de la planta modelo B. distachyon con tolerancia
diferencial al estreés por inundacion y se estudio su expresion génica diferencial mediante un
analisis por secuenciacion de RNA (RNA-seq; Rivera-Contreras et al., 2016). En el andlisis de
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expresion diferencial en estos ecotipos se encontraron factores de transcripcion inducidos

adicionales a los ERFs-VI1I a las 48 horas de estrés por inundacion (Tabla 1; Zamora, 2016).

Tabla 1. Factores de transcripcion inducidos a las 48h de estrés por inundacion en
Brachypodium distachyon (Zamora, 2016). Subrayados y con negrita se destacan los ERFs-

VII.

Gen Identidad
Bradi1g08891 Heat shock transcription factor
Bradilgl17480 NAC transcrition factor
Bradilg17961 PF00847 - AP2 domain
Bradilg72457 PF00847 - AP2 domain
Bradi2g02710 Putative AP2 domain containing protein RAP2.8 (DREB)
Bradi2g02720 ABI3VP1 transcription factor
Bradi2g05500 WRKY transcription factor
Bradi2g08120 auxin response factor (ARF)
Bradi2011890 PF00847 - AP2 domain
Bradi2g22440 WRKY transcription factor
Bradi2g24175 PF00847 - AP2 domain
Bradi2g27920 PF00847 - AP2 domain
Bradi2g54720 WRKY transcription factor
Bradi3g09810 WRKY transcription factor
Bradi3g18070 PF00847 - AP2 domain
Bradi3g42130 Heat shock factor protein 7
Bradi4g33000 zf-Dof
Bradi4g35650 PF00847 - AP2 domain
Bradi5g13663 PF00651//PF02135 - BTB/POZ domain //TAZ zinc finger
Bradi5g21983 PF02365 - No apical meristem (NAM) protein

En los datos de B. distachyon se hallaron cuatro ERFs-VII inducibles (Bradilg17960,
Bradilg72457, Bradi2g11890 y Bradi2g27920); cuatro ERFs que no pertenecen al grupo VII
(Bradi2g02710, Bradi2g24175, Bradi3g18070, Bradi4g35650), cuatro de la familia WRKY
(Bradi2g05500, Bradi2g22440, Bradi2g54720, Bradi3g09810); dos de la familia HSTs
(Bradilg08891, Bradi3g42130); dos de la familia NAC (Bradilg17480, Bradi5g21983); uno de
la familia ARF (Bradi2g08120); dos de la familia ZF (Bradi5g13663, Bradi4g33000) y la
familia RAV ( ABI3VPI , Bradi2g02720; Tabla 1); en el Anexo A se describen algunas de estas

familias).
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La revisién de la literatura sobre la funcion de estas familias de FTs, que a continuacién
se presentan permite proponer que las plantas no sélo responden a la disminucion de oxigeno,
pero también estan ajustando su desarrollo, preparandose para responder al ataque contra

patdgenos y respondiendo a otros componentes del estrés como los de la Figura 2.

1.5.1 Familia de factores de resuesta al etileno (ERFs)

Los ERFs son FT y forman parte de la superfamilia APETALA2 (AP2) /ERF; poseen un
dominio AP2 de union a DNA que consta de 60-70 aminoacidos (Riechmann et al., 2000;
Nakano et al., 2006). La familia ERF se encuentra implicada en diferentes procesos bioldgicos
que tienen que ver con el crecimiento y desarrollo de las plantas, asi como la respuesta a diversos
estimulos ambientales. A su vez, se pueden clasificar en tres subfamilias: AP2/ERF, AP2/CFB
DEHYDRATION RESPONSIVE ELEMENT BINDING (DREB) y RELATED TO ABSCISIC
ACID-INSENSITIVES (ABI3) /VIVIPAROUS1 (VP1) también designada como RAV (Nakano et
al., 2006).

1511 ERFs-VII

Los ERFs-VII son una subfamilia de los ERFs que se caracterizan por poseer un dominio
en la region del N-terminal MCGGAI(I/L) que, en concentraciones de oxigeno y oxido nitrico
bajas, se estabiliza post traduccionalmente y asi, tiene la propiedad de regulacion génica durante
la hipoxia y la inundacion (Nakano et al., 2006; Gibbs et al., 2011; Licausi et al., 2011).
También tienen una region C-terminal variable, asi como varios dominios conservados (CMV)
que tienen funciones de activacion/inactivacién transcripcional, y de localizacion nuclear (Bui
et al., 2015). En arroz, el ERF-VII SUB1A-1 es el factor genético principal de tolerancia a la
inundacion (Fukao et al., 2006).

Brachypodium cuenta con 57 miembros de esta familia constituida por siete grupos
identificados como B1 a B7 (Chen et al., 2016). En trabajos previos de Rivera-Contreras et al.
y de Zamora (2016) se identificaron 8 ERFs-VII durante el estrés por inundacion en B.
distachyon y se pudieron dividir en dos grupos de acuerdo a su expresion, los constitutivos
(Bradi3g60120, Bradilg46690, Bradi4g31040) y los inducibles (Bradi1g17960, Bradi2g27920,
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Bradilg72457, Bradi2g11890). Esta clasificacion se confirmé mediante analisis bioinformatico,
analisis de expresion por gPCR y RNA-Seq. Con informacion de A. thaliana se ha hipotetizado
que los ERFs-VII constitutivos son los principales sensores de oxigeno, mientras que los
inducibles son los principales FTs que mantienen la expresion sostenida de los GCH durante el
estrés (Licausi et al., 2010).

1.5.2 Los factores transcripcionales Dehydration Responsive Element Binding (DREB)
Los factores de trascripcion DREB son reguladores clave en la respuesta a estrées bidtico
y abidtico, reconocen secuencias cis C-Repeat (CRT) o DEHYDRATION RESPONSIVE
ELEMENT (DRE, elementos de respuesta a deshidratacion) localizadas en los promotores de
respuesta al estrés abiotico. Se clasifican en los grupos conocidos como DREB1/CBF y DREB2;
DREB1/CBF regulan la respuesta al frio mientras que los DREB2 responden al estrés hidrico o
choque térmico (Sakuma et al., 2002; Mizoi et al., 2012; Cao et al., 2015), actualmente
Brachypodium cuenta con 65 genes identificados por Chen et al. (2016) a partir de un analisis

bioinformatico.

1.5.3 Familia WRKY

Son una familia grande de factores de transcripcién involucrados en la respuesta a estrés
bidtico y abidtico. Se caracterizan por contener una regién de 60 aminoacidos en la que se
encuentra un motivo altamente conservado WRKYGQK junto con un tipo de motivo ZINC
FINGER. Se clasifican en tres grupos dependiendo del nimero de motivos WRKY vy el tipo de
motivo ZF contenidos en su secuencia (Grupos I-111; Cai et al., 2014; Jiang et al., 2014); se unen
al DNA mediante su region del C-terminal reconociendo el dominio (T)(T) TGAC(C/T)
conocido como caja W; otra caracteristica de este grupo es que cuenta con un intrén en la region
que codifica al C-terminal (Eulgem et al., 2000; Tripathi et al., 2012).

Hasta el momento, este tipo de FTs sélo se ha identificado en plantas. En algodon y
Arabidopsis, los WRKY s estan implicados en la regulacién fisioldgica, la senescencia, defensa
y resistencia contra patogenos (Eulgem et al., 2000; Eulgem y Somssich, 2007; Cai et al., 2014).
En Brachypodium, se realizé un analisis filogenético y estructural de la familia WRKY
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encontrando un total de 86 secuencias con la cual se generd una base de datos para poder hacer
comparaciones con los factores de transcripcion WRKY del trigo (Tripathi et al., 2012; Wen et
al., 2014). Algunos miembros de esta familia se han caracterizado durante el estrés por

inundacion (Seccidn 1.7)

1.5.4 Familia DNAJ

La familia DNAJ son chaperonas que pertenecen a la familia de proteinas de choque
térmico; sin embrago, a pesar de ser una familia de 104 miembros en el arroz (Sakar et al., 2013)
y 120 en Arabidopsis, solo las proteinas Hsp70 y DNAJ son las més estudiadas por su
abundancia en las plantas, y estan involucradas en el desarrollo y en respuesta al estrés (Rajan
y D’Silva, 2009). Se caracterizan por contener un tripéptido HPD conservado y se pueden
clasificar en tres tipos; el primero contiene un dominio J en el extremo N-terminal seguido de
una regién G/F, un motivo ZF rico en cisteina y pueden contener una region C-terminal
involucrado en la dimerizacion; los DNAJ tipo Il carecen del dominio ZF que es un tripéptido
conservado de Asp-lle/ VVal-Phe; los DNAJ tipo I11 son el grupo mas diverso ya que contienen
un tripéptido conservado que puede estar presente en cualquier posicion de la proteina. También
existen los DNAJ del tipo IV que contienen un dominio J, sin embargo, carecen del tripéptido
(Rajan y D’Silva, 2009; Sakar et al., 2013).

155 FamiliaMYB

Los FT de la familia MY B se caracterizan por la presencia de un dominio conservado de
uniéon al DNA denominado MYB que poseen hasta cuatro secuencias repetidas imperfectas
(denominadas R) cerca de la region del N-terminal (de alrededor de 50 aminoacidos). Estas
secuencias repetidas pueden formar tres alfa hélices cada una (Jia et al., 2004; Ito, 2005; Du et
al., 2009). La familia MYB se clasifica respecto al nUmero de repeticiones y se nombran de
acuerdo al prototipo c-MYB como R1, R2 y R3; sin embargo, la mayoria de las proteinas sélo
contienen las repeticiones R2 y R3 que comunmente se nombran como R2R3-MYB (Jia et al.,
2004; Ito, 2005).

Los R2R3-MY B son importantes en la regulacion del metabolismo secundario; Borevitz

et al. (2000) identificaron en una planta de Arabidopsis transformada mediante Agrobacterium
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con un T-DNA con la secuencia potenciadora 35S adyacente al factor de transcripcion MYB,
que presentaba una coloracién purpura en sus 6rganos durante todo el desarrollo, esta mutacion
resultd en la activacion de genes de la biosintesis de fenilpropanoides, flavonoides, acumulacion
de lignina y algunas antocianinas que fueron las responsables del color parpura. También se ha
identificado que la familia MY B esté involucrada en el control del ciclo celular (Ito et al., 2001;
Araki et al., 2004) y en la resistencia a enfermedades.

1.5.6 FamiliabZIP

La familia basic leucine zipper (bZIP) contiene un dominio de aproximadamente 60-80
aminoacidos; posee dos regiones: una basica altamente conservada responsable de la
localizacion nuclear y union al DNA, y un dominio leucin zipper menos conservado (Wei et al.,
2012; Liu y Chu, 2015).

Uno de los miembros més estudiados de la familia bZIP es bZIP11 de Arabidopsis que
se reprime en respuesta a la sacarosa. Se identificd que la region del 5° de bZIP11 posee cuatro
marcos de lectura abiertos rio arriba (UOFR) del coddn de inicio principal; sin embargo, sélo el
segundo UORF codifica un péptido sefial de 28 residuos que permite el control reprimible por
sacarosa (Rahmani et al., 2009; Juntawong et al., 2013). Los bZIP ademas estan involucrados
en la respuesta a patdgenos (Wei et al., 2012). Debido a que bZIP11 se reprime en respuesta a
la sacarosa, se puede hipotetizar que es un punto clave durante el estrés por inundacion. Liu y
Chu (2015) determinaron que en Brachypodium la familia bZIP esta constituida por 96 genes a

partir de las comparaciones evolutivas con el arroz.

1.6 Determinacién de la funcién génica.

Como se puede observar, el papel de los FTs durante el estrés por hipoxia se conoce de
forma desigual entre las diferentes familias, mientras que los ERFs-VII han atraido la atencion
de la investigacion, para el resto de las familias de FTs aln existe muy poca informacién o se
desconoce totalmente su funcion. De tal forma, es necesario planear estrategias que permitan
disectar la funcion de estos FTs. A continuacion, se revisan las diferentes posibilidades que

existen para realizar este tipo de investigaciones.
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En la naturaleza, las plantas se encuentran expuesta a diversas condiciones ambientales
las cuales causan modificaciones en su maquinaria génica de tal forma que existen dos tipos de
mutaciones de acuerdo al efecto que pueden causar en las plantas. Las primeras se les conoce
como silenciosas, es decir, que no provocan ningun efecto visible; y las segundas, si causan un
efecto detectable como una mayor susceptibilidad a patégenos, diferencias en el tamafio
(biomasa), retraso en la floracion o algunos casos mas severos mutantes letales (no hay
germinacion). Cuando las plantas presentan un fenotipo anormal pueden ser caracterizadas por
medio de la ganancia o pérdida de funcion e identificar a los genes y las vias de sefializacion en
las que se encuentran involucrados.

Existen varios tipos de mutagénesis, quimica, biolégica y fisica que permiten obtener
material biolégico que permita discernir la funcion de los FTs activos durante el estrés por
inundacion, en este trabajo se utilizaran dos, la mutagénesis bioldgica por insercion de T-DNA

y la quimica, utilizando etil metanosulfonato (EMS).

1.6.1 Mutagénesis por insercion de T-DNA

La mutageénesis bioldgica o por insercion de T-DNA es una herramienta genética que
permite la observacion de fenotipos causados por la perdida de funcion de los genes (Alonso y
Stepanova, 2003). Se basa en la insercion al azar de DNA externo, generalmente de
Agrobacterium en el gen de interés (GOI) que puede inhibir su expresion y facilitar su posterior
identificacion por pérdida de funcién (Krysan et al., 1999). La transformacion mediada por
Agrobacterium se ha utilizado ampliamente para obtener mutantes de insercion de T-DNA en
sistemas de plantas modelo como Arabidopsis y arroz, y que han facilitado muchos estudios
(Krysan et al., 1999; Jeon et al., 2000; Alonso et al., 2003). Actualmente, existe una coleccion
de mutantes de Arabidopsis denominada SALK la cual se puede tener acceso a través del sitio
TAIR (TAIR,_2017). A este tipo de mutagénesis también se le Ilama knock-out (KO) o
mutaciones nulas y son importantes debido a que determinan de manera directa la funcion de

un gen.
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1.6.2 Mutagénesis con etil metanosulfonato (EMS)

El EMS es un compuesto quimico utilizado como agente mutagénico pues induce la
modificacion al azar por cambio de bases ya que promueve alquilacion de las guaninas en la
secuencia de DNA formando O-6-etilguanina que se puede unir a timina en lugar de la citosina
(Kim et al., 2006). Las mutaciones quimicas, ademas de causar pérdida o ganancia de funciones,
son Utiles para estudiar el papel de los aminodcidos en las funciones de las proteinas.
Comunmente las semillas mutagenizadas tratadas con quimicos son llamadas generacion M1
(Lightner y Caspar, 1998; Uchida et al., 2011).

Las tecnologias para manipular el DNA mutagenizado han permitido muchos avances,
por ejemplo, con el uso de enzimas y la PCR se ha podido aislar genes y fragmentos de estos
mediante el sistema TILLING (Till et al., 2007; Serrat et al., 2014), ademas también se pueden
introducir mutaciones en células y organismos modelo de forma dirigida con el sistema
CRISPR-Cas9 (Doudna y Charpentier, 2014; Peng et al., 2016).

1.6.3 Silenciamiento génico

El silenciamiento génico ocurre de manera natural en las plantas en respuesta a la
infeccion por virus. El silenciamiento génico puede clasificarse en dos mecanismos: el
silenciamiento génico transcripcional (TGS) en el que ocurre la modificacion de las histonas y
el silenciamiento post transcripcional (PTGS) donde se da la degradacion de un determinado
MRNA y por lo tanto no ocurre la sintesis de la proteina correspondiente, este mecanismo se
descubrio en petunias transgénicas cuando se trataba de mejorar el color de las flores. Estos dos
mecanismos se encuentran involucrados en la regulacion a estreses bidticos y abidticos en las
plantas (Ricafio-Rodriguez et al., 2014). El silenciamiento génico también puede clasificarse de
acuerdo al tipo de RNA pequefio: microRNAs, RNA pequefio de interferencia (SIRNAS) o
RNAs pequefios de virus (VIRNAS; Pandey et al., 2015) .

El silenciamiento se puede usar para crear mutantes tipo knock-down, en especial el
silenciamiento PTGS, donde la expresion de un transcrito se disminuye para observar un
fenotipo. Su utilidad es especialmente importante cuando la mutagénesis por T-DNA o EMS
crea mutantes que son estériles, de baja germinacion, o letales. Esto es posible gracias a que el

mecanismo del silenciamiento génico inicia con la presencia de un RNA de doble cadena
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(double-strain RNA o dsRNA) que activa una maquinaria conocida como DICER que los
reconoce y los transforma en RNAs pequefios (SiRNAs) de 21-27 pb de longitud que son
conocidos como RNA guia. Posteriormente el sSiRNA se une a un complejo enzimatico llamado
RISC (que posee actividad helicasa) el cual separa las dos hebras del sSiRNA y se queda con la
hebra antisentido o guia; RISC estéa activo y tiene como blanco los mMRNA homologos a dicho
siRNA,; el silenciamiento genico puede generarse a partir de vectores virales (Virus induced
gene silencing) o plasmidico (Adjounian et al., 2008). El silenciamiento también se puede hacer
condicional (ej. etapas de desarrollo) o inducible (ej. induccién quimica o por calor) con el uso
de promotores diferenciales (Chen et al., 2003; Masclaux et al., 2004; Ghag et al., 2014; Kant
etal., 2015).

Para ello hay que a) disefiar una secuencia con homologia, b) transformar a las plantas
con una construccion tipo hairpin, y c¢) verificar por métodos de gPCR la disminucion de la
expresion (Ghag et al., 2014; Jin y Guo, 2015).

1.6.4 TILLING

El método TILLING (Targeting Induced Local Lesion in Genome) tiene como
fundamento la mutagénesis quimica tradicional pero acoplada a seleccion especifica de alelos
mutados por medio de PCR y digestion de ADN de doble cadena con defectos en la
complementariedad de bases (McCallum et al., 2000; Till et al., 2003; Dalmais et al., 2013). Su
principal aplicacién es para obtener poblaciones de mutantes por sustituciones y codones de
paro prematuros.

Un mutédgeno que se usa frecuentemente la azida de sodio pues induce principalmente
sustituciones G/A Y C/T similares a los producidos por EMS, y se analiza la generacion M2 de
individuos para preparar muestras de DNA vy realizar la separacion de los mutantes. Las
muestras de DNA se agrupan y se someten a la PCR especifica con oligonucle6tidos conocidos.
Posteriormente, los productos de la amplificacion se incuban con una endonucleasa para
distinguir entre el tipo salvaje y el mutante.

Al detectarse una mutacion en una agrupacion, las muestras de DNA se separan para

identificar la planta que posee la mutacion. Una desventaja del TILLING es que requiere de
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invernaderos grandes e incluso automatizados, asi como de equipos de electroforesis y captura
de imégenes de alta capacidad.

Actualmente existen proyectos para hacer disponibles poblaciones TILLING de plantas
de importancia econdmica como el trigo, la cebada, sorgo, el arroz y Medicago (Perry et al.,
2003; Till et al., 2007; Serrat et al., 2014). Dalmais et al. (2013) ya reportaron una coleccion de
mutantes inducidos por azida de sodio para la linea Bd21-3.

1.6.5 Elsistema de edicion del genoma CRISPR-Cas9

Es una herramienta utilizada en la ingenieria genémica para la edicion del DNA, se basa
en un sistema Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat (CRISPR-Cas) que
proporciona a las bacterias inmunidad a los virus y plasmidos (Bolotin et al., 2005; Doudna y
Charpentier, 2014; Bortesi & Fischer, 2015). La proteina Cas9 es una endonucleasa que utiliza
una secuencia guia de RNA complementaria a una secuencia diana en el DNA, lo que permite
que Cas9 introduzca una ruptura en el sitio especifico del DNA que, al ser reparado por la
maquinaria de verificacion de integridad del organismo, se generan diversos efectos tal como
inserciones, deleciones o cambios de base (Doudna y Charpentier, 2014; Bortesi y Fischer,
2015; Peng et al., 2016). EL RNA duplex o RNA guia posee dos regiones caracteristicas: una
secuencia en el lado 5° que determina el sitio objetivo en el DNA por complementariedad o
apareamiento de bases y una secuencia que genera una estructura secundaria en el extremo
3"'que le permite interactuar con la proteina. Existen tres tipos de sistemas CRISPR-Cas: los
tipos Iy Il que utilizan un gran complejo de proteinas Cas, y aunque el tipo 11 s6lo requiere una
sola proteina para el reconocimiento y escision del DNA guiado por RNA ha sido el mas
estudiado dadas las poteciales aplicaciones biotecnoldgicas que posee (Doudna y Charpentier,
2014; Peng et al., 2016).

CRISPR-Cas9 es una nueva tecnologia para la manipulacion del DNA que permite el
analisis de la funcion de los genes, el estudio de los reordenamientos gendmicos y se espera que
pueda ser utilizado en la identificacion de las mutaciones responsables de trastornos hereditarios
(Doudna y Charpentier, 2014).

En afios recientes, se han desarrollado plataformas de edicion por Cas9 para plantas

modelo y de cultivo. Al momento, en Brachypodium sélo existe un reporte de investigacion en
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el que se uso el sistema Cas9 de cafia de azUcar para caracterizar la funcion del gen BASCRM2
que se encuentra implicado en la diferenciacion de los estomas en Brachypodium (Raissig et al.,
2016).

1.7 Caracterizacion de genes relevantes en la respuesta a la inundacion por

mutagenesis.

La mutagénesis ha sido una alternativa de investigacion para asignar funciones a genes
o0 descubrir mecanismos de regulacion. Los genes que mas se han estudiado por mutegenesis
son los ERFs-VII. Por ejemplo, Papdi et al. (2015) por medio de la perdida de funcion por T-
DNAs identificaron que los ERFs-VII RAP2.2, RAP2.3 0 RAP2.12 son necesarios en la
respuesta al estrés abidtico. Con los mutantes, realizaron un ensayo de tolerancia a la
inundacion, en la Figura 5 se puede observar que las plantas KO fueron mas sensibles al
tratamiento de estrés, ya que mientras el 80 % de las plantas silvestres sobrevivieron a 44 h de
inundacion, sélo el 50 % de las mutantes individuales y 36 % de la mutante doble se mantuvieron

viables.

Figura 5. Lineas mutantes de T-DNA de los FT ERFs-V11 vuelve sensible a las plantas a la inundacion de 44
h (Papdi et al., 2015).
Como control se plantas en condiciones de aire bajo oscuridad. Plantas después de 7 dias de recuperacion.

Otro caso en el que por medio de mutantes de T-DNA se descubrieron procesos de

relevancia para la comprension de la tolerancia vegetal a la inundacion fue la investigacion
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reportada por Hsu et al. (2013) en la que se identificd que WRKY?22, un FT inducido durante la
inundacion, confiere resistencia contra patégenos. WRKY 22 se expreso fuertemente durante la
primera hora de inundacién en conjunto con un grupo de genes marcadores de la inmunidad
innata en Arabidopsis. Las lineas mutantes de insercion de T-DNA wrky22-1 y wrky22-2 que se
sometieron a un tratamiento de inundacién seguido de la inoculacion con el patégeno
Pseudomonas syringae y observaron que wrky22-1 y wrky22-2 desarrollaron mas sintomas y

poblaciones bacterianas comparado con la planta silvestre Col-0 (Figura 6).

Figura 6. Lineas mutantes con insercion de T-DNA en el FTs WRKY22 la interrupcion de la secuencia
promotora, ocasiona una respuesta disminuida al patdgeno Pseudomonas syringae (Hsu et al., 2013).

Un ejemplo de caracterizacion de mutantes sobreexpresantes es la realizada por Pefia-
Castro et al. (2011) en la que utilizaron plantas que sobreexpresan al gen SUB1A en
Arabidopsis, originalmente este gen confiere confiere en el arroz tolerancia a la inmersion
(Fukao et al., 2006), sin embargo, cuando SUB1A se sobreexpresa en Arabidopsis,
paraddjicamente reduce la supervivencia al estrés por inmersién y a la oscuridad prolongada.
No obstante, se pudo descubrir que SUBLA reprime la floracion lo que conlleva a la

acumulacién de almidon (Figura 7).
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Figura 7. Lineas mutantes de sobreexpresion del FT SUB1A (ERFVII) de arroz Arabidopsis tiene
consecuencias adversas en el desarrollo de la planta bajo estrés por inundacion (Pefia-Castro et al., 2011).
Al quinto dia de estrés pueden ser visible el amarillamiento de las hojas y la menor viabilidad de las plantas
comparadas con Col-0.

Con el trabajo realizado por Giuntoli et al. (2014) en donde identificaron que HRA1 es
el regulador de RAP2.12, también evaluaron de qué manera la alteracion de los niveles de
expresion de HRAL afectan el rendimiento de la planta durante la hipoxia provocada por la
inundacion. Para ello compararon plantas transgénicas 35:HRA1-FLAG (OE-HRAL #1 de
ganancia de funcién) y mutantes homocigotas de insercién de T-DNA (hral-1) con las del tipo
silvestre. De tal forma, identificaron que tanto la sobreexpresion asi como la falta de HRA1
disminuye la tolerancia de las plantas a la inundacion comparado con la planta silvestre

hipotetizando que se trata del componente de un bucle autoregulatorio (Figura 8).
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Figura 8. Lineas mutantes con modificaciones en la expresién de HRAL en el crecimiento de las plantas
transgénicas comparadas con el tipo silvestre (Giuntoli et al., 2014).
Plantas después de la recuperacion de la inmersion por 72 h.

Como se menciond anteriormente la oxidacion de la cisteina por la ruta del N-terminal
controla la degradacion de las proteinas, en el trabajo desarrollado por Weits et al. (2013)
identificaron que las enzimas plant cysteine oxidase (PCO) son las que oxidan la pendltima
cisteina de los ERFs-VII, y para investigar el efecto de PCO utilizaron plantas que
sobreexpresan a PCO (35S:PCO1 y 35S:POC2) y las sometieron a inundacién en oscuridad (72
h). Se observd que las plantas que sobreexpresan a PCO mostraron menos tolerancia a la
inundacion debido a la incapacidad de activar la respuesta molecular a la hipoxia comparada
con el tipo salvaje, o con mutantes de la ruta N-terminal como prt6, defectuosa en la ubiquin-
ligase PRT6 (Figura 9).
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Figura 9. Lineas mutantes sobreexpresantes para PCO (Weits et al., 2013)
La imagen corresponde a plantas después de la recuperacién de la inmersion por 72 h.

Se conoce que la tolerancia de las plantas a la inundacion y a la baja disponibilidad de
oxigeno esta regulada por los miembros de la familia ERF-VII y en especial RAP2.12 (van
Dongeny Licausi, 2015). Licausi et al. (2011) identificaron que existe una secuencia conservada
en laregion del N-terminal de RAP2.12, ellos evaluaron a plantas que sobreexpresan a RAP2.12
con distintas construcciones: manera constitutiva (35S:RAP2.12), con una etiqueta de
hemaglutina (HA) en su extremo N-terminal (35S:HA-RAP2.12) y una version de RAP2.12
mutagenizada a la que se le eliminaron los primeros 13 residuos de aminoacidos del N-terminal;
observaron que la sobreexpresion constitutiva no afectd el crecimiento en condiciones
aerobicas, pero si aumento la tolerancia a la inmersién comparada con el tipo silvestre debido a
gue hay una expresion mas fuerte que le ayuda a responder durante la inundacién. Sin embargo,
identificaron que cuando la sobreexpresion de RAP2.12 bloqueado en su extremo N-terminal o
con los 13 primeros aminoacidos removidos, si afectd el crecimiento de las plantas y la

tolerancia durante el estrés (Figura 10).

23



Figura 10. Lineas mutantes del ERF-VII RAP2.12 que controla la tolerancia a la inundacién en Arabidopsis
(Licausi et al., 2011)

En Arabidopsis las Acyl-CoA binding protein (ACBP) se encuentran ancladas en la
membrana y estan implicadas en la percepcion de oxigeno, pues atrapan a las proteinas ERF-
VII bajo condiciones normales de oxigeno. Xie et al. (2015) investigaron el papel de las
proteinas ACBP en la respuesta a la hipoxia, al comparar plantas del tipo silvestre, lineas
transgénicas sobreexpresantes (ACBP3-OE), mutantes de T-DNA (acbp3) y de silenciamiento
(ACBP3-RNAI) para determinar su tolerancia al estrés por hipoxia. Observaron que no habia
diferencias en cuanto al crecimiento y desarrollo entre las lineas transgénicas con la silvestre en
condiciones normales (Figura 11). Sin embargo, cuando las lineas ACBP-OE-1 y ACBP-OE-2
se sometieron a 2 dias bajo inundacion en condiciones de oscuridad (DS) o 5 dias de inundacion
con luz (LS), mostraron una mayor sensibilidad a la inundacién comparada con el tipo silvestre,
mientras que las lineas acbp3 y las silenciadas, sobrevivieron mejor al estrés que las silvestres,
especialmente en condiciones de oscuridad (Figura 11). Los autores hipotetizaron que la
liberacion de los ERFs-VII del control por ACBP puede mejorar la disponibilidad del factor de

transcripcion para censar oxigeno.
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Figura 11. Fenotipo de las plantas silvestre y de las lineas transgénicas sobreexpresante y de T-DNA antes y
después del estrés por inmersion.

a) Indican las plantas que fueron sometidas bajo inundacion en condiciones de oscuridad (DS) y b) plantas bajo
inundacion en condiciones de luz (LS).

1.8 Plantas modelo

Las plantas modelo son organismos que se han seleccionado para fines de investigacion
porgue poseen un tamario pequefio, existen protocolos de transformacion, poseen ciclos de vida
cortos, abundante progenie, bancos de mutantes, genomas secuenciados y se pueden relacionar
genética (sintenia) y fisioldgicamente con plantas de importancia agricola (Chang et al., 2016).
En la investigacion vegetal existen varias plantas modelo adecuadas para disectar rutas de estrés.

1.8.1 Brachypodium distachyon

Brachypodium distachyon es una planta anual de clima templado que pertenece al grupo
de las monocotiledéneas, es nativa de Oriente Medio y del sur de Europa (Hands y Drea, 2012)
y fue propuesta como planta modelo en el 2001 para el estudio del trigo, cebada, pastos de
forraje, e incluso arroz y maiz (Draper et al., 2001).

Brachypodium cuenta con una coleccion de ecotipos, posee un genoma pequefio de 300

Mpb, 5 cromosomas, y llega a medir aproximadamente 20 cm de altura en la madurez (Draper
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et al., 2001). Tiene una densidad de siembra de 1000 plantas/ m? y un tiempo de generacion de
8-12 semanas ademas de que sus requerimientos de crecimiento son simples (Vogel y Bragg,
2009).

Recientemente, el Departamento de Energia de Estados Unidos realiz6 un proyecto
financiado por el Programa de Gendmica Alimentaria que cuenta con una coleccion de lineas
de T-DNA de Brachypodium; estas lineas mutantes se generaron a partir de los vectores pOL001,
pJJH, pJJ2LB, pJiB y pJJB2LB con el fin de proporcionar herramientas para conocer la funcion
de los genes interrumpidos, asi como caracteristicas para los cultivos de interés econémico (
Bragg et al., 2012).

En cuanto a investigacion en inundacion, Brachypodium se ha utilizado incipientemente
para caracterizar la formacion de aerénquima en la raiz durante la inundacién (Shiono vy
Yamada, 2014) y para estudiar el transcriptoma de ecotipos con tolerancia diferencial a la

inundacion (Rivera-Contreras et al., 2016).

1.8.2 Arabidopsis thaliana

Es una planta modelo muy utilizada en biologia molecular para el estudio de muchos
procesos, pertenece a la familia Brassicaceae y es nativa de Europa, Asia y Africa. Arabidopsis
es una planta anual con un tiempo de generacion de 6-8 semanas, posee un genoma de 165 Mpb
y cuenta con 5 cromosomas, llega a medir de 15-20 cm de altura (Vogel y Bragg, 2009). Las
plantas se desarrollan como rosetas que varian en el tamafio dependiendo las condiciones de
crecimiento y ademas posee varios ecotipos entre los cuales Columbia es el mas aceptado para
los estudios genéticos y moleculares (Meinke et al., 1998; Page y Grossniklaus, 2002).

Arabidopsis se destaca por su facil manipulacién en el laboratorio para estudios de
mutagénesis; Arabidopsis puede ser modificada por quimicos como el EMS (Jander et al., 2003;
Weigel y Glazebrook, 2006) y mediante Agrobacterium tumefaciens lo que hace posible
introducir genes de interes y mantenerlos de forma estable (Zhang et al., 2006).

En la inundacion, Arabidopsis es probablemente la planta que mas se ha estudiado. La
mayor parte de la informacidn de expresion en condiciones hipdxicas y de inundacion se ha
obtenido de ella, asi como la mayor parte de los mutantes caracterizados (Pefia-Castro, 2014;

Voesenek y Bailey-Serres, 2015).
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En este trabajo, Arabidopsis se utilizar4& como una alternativa de busqueda de mutantes
que reviertan el fenotipo caracteristico (hojas redondeadas, esterilidad y baja tolerancia al estrés
por inundacion y oscuridad) que ocasiona la sobreexpresion del gen SUB1A (Pefia-Castro et al.,
2011).

1.8.3 Lotus japonicus

Lotus japonicus pertenece al grupo de las leguminosas y ha sido ampliamente utilizada
como planta modelo, posee un ciclo de vida corto de 2-3 meses y un genoma de 472 Mpb. Se
ha identificado a partir analisis comparativos el aumento de los dominios y familias de L.
japonicus (Ito et al., 2000; Sato et al., 2008), cuenta con diversos procedimientos de
transformacion mediado por Agrobacterium (Lombardi et al., 2003; Imaizumi et al., 2005;
Kimura et al., 2015) y también se han generado un gran nimero de mutantes con alteraciones
en los fenotipos de L. japonicus las cuales ya se han caracterizado de manera molecular (Sato y
Tabata, 2006).

Actualmente cuenta con un Atlas de los perfiles de expresion de los 6rganos de la
mayoria de las L. Japonicus (Verdier et al., 2013) y ademas de una colecciéon TILLING de una
poblacion mutada por EMS (Perry et al., 2003).

No obstante, existen pocos estudios de Lotus e inundacion y sélo se ha estudiado por
medio de silenciamiento por RNAI la acumulacién de alanina durante el estrés (Rocha et al.,
2010). Lo anterior a pesar de que es una planta que puede tolerar hasta 28 dias de inundacion y

poseer, al contrario de la mayoria de las plantas terrestres, un habito de escape a la inundacion.

1.8.4 Medicago truncatula

Medicago truncatula es una planta anual utilizada como forraje y como planta modelo
para el estudio de la simbiosis debido a que forma asociaciones simbiédticas con una amplia
gama de hongos micorrizos; cuenta con un genoma de 550 Mpb (Ané et al., 2008), al igual que
L. japonicus cuenta con un Atlas de los perfiles de expresion genica a partir de érganos (MtGEA,
2017; He et al., 2009; Li et al., 2009).
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Se han desarrollado poblaciones TILLING con EMS para la generacion de mutantes que
afecten la simbiosis, asi como mutantes de T-DNA (Penmetsa y Cook, 2000; Scholte et al.,
2002; Young et al., 2005; Cosson et al., 2006) y protocolos establecidos para la transformacion
mediada por Agrobactrium (Crane et al., 2006). Sin embargo, no se ha utilizado al momento

como modelo de estudio en inundacién.

1.8.5 Oryza sativa

Es uno de los cultivos mas importantes en el mundo y uno de los principales en la
economia de la India, a partir de la culminacion de la secuenciacion de todo el genoma se han
podido realizar estudios para la busqueda de caracteristicas agronémicas Utiles (Agarwal et al.,
2016); pertenece a la familia de las gramineas, posee un genoma de 430 Mpb (Eckardt, 2000;
Coudert et al., 2010). Oryza sativa es una planta facil de transformar y se han generado
poblaciones TILLING de mutantes con EMS (Till et al., 2007; Serrat et al., 2014) y mutantes
insercionales de T-DNA (Jeong et al., 2000).

El arroz tiene la peculiaridad de ser simultaneamente planta modelo y de cultivo y por
ello, ha sido utilizada en el estudio de diversas condiciones de estrés entre ellas la inundacion
de las que se han obtenido variedades tolerantes no transgénicas desarrolladas por el IRRI por
medio del descubrimiento con marcadores de amplificacion, conocidas como variedades SUBL,
ya que tienen una productividad superior en condiciones de inundacion de hasta 3.8 ton por ha
(Septiningsih et al., 2008; Bailey-Serres y Voesenek, 2010) y constituyen el caso comercial méas

exitoso de la biotecnologia vegetal para el aumento de la tolerancia al estrés por inundacion.

28



2. Justificacion

La inundacidn causa un efecto negativo en las plantas y se ve reflejado en la disminucion
de la productividad vegetal con la consecuencia de grandes pérdidas econémicas. No obstante,
en Meéxico existe una mala regulacion de los riesgos y la planeacion causado por fenGmenos
naturales en donde los mas afectados, son aquellas poblaciones que utilizan la agricultura de
temporal y de auto consumo.

El estudio de los mecanismos de respuesta y tolerancia de las plantas cuando se
encuentran en condiciones de inundacién puede conducir al desarrollo de variedades vegetales
con caracteristicas de tolerancia mejorada al estrés. De esta forma, se pueden liberar plantas al
mercado que permitan una mayor capacidad de amortiguamiento de pérdidas y de planeacion
econdmica.

Al estar el estrés por inundacion mediado por factores de transcripcion (FTs) que se
inducen por deficiencia de oxigeno y que pueden ser moduladores de la respuesta en condiciones
de hipoxia, es necesario caracterizar las funciones de los FTs que se inducen en el estrés por
inundacion. En este trabajo, se pretende caracterizar mutantes que presentan inserciones de T-
DNA de Brachypodium en genes que codifican factores de transcripcion activos durante el estrés
por inundacion y de esta forma conocer qué caracteristicas de la respuesta controlan.
Adicionalmente, también se emplearad una estrategia mutagénica quimica para aislar mutantes

que alteren la expresion del gen de inundacion SUB1A-1.
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3. Hipdtesis
Los factores de transcripcion regulados positivamente durante el estrés por inundacion

en Brachypodium controlan el desarrollo y la respuesta al estrés.

4. Objetivos
4.1. Objetivo general

Aislar mutantes de T-DNA en genes que codifican factores de transcripcion de

Brachypodium distachyon que se encuentran activos durante el estrés por inundacion.

4.1.1. Objetivos especificos

1. Seleccionar a partir de la base de RNA-Seq GEO GSE74222 genes que codifiquen
factores transcripcionales.

2. Aislar mutantes homocigotos con insercion de T-DNA en los genes que codifican
factores de transcripcion.

3. Verificar por RT-PCR el KO (knock out) de los transcritos.

4. Analizar el fenotipo de las lineas de T-DNA en inundacion y en condiciones normales.

5. Emplear la mutagénesis con EMS en la mutante sobreexpresante de Arabidopsis
thaliana 35S: -FLAG-SUBL1A-1 para aislar mutantes que modifiquen la accién del

transgén.
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5. Estrategia Experimental

Figura 12. Estrategia experimental del presente trabajo.
a) Escrutinio de lineas mutantes por T-DNA, b) mutagénesis quimica por EMS.
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6. Materiales y métodos

6.1 Seleccion de factores transcripcionales y de mutantes de T-DNA JGI

A partir de la base de datos de (RNA-Seq) Brachypodium distachyon Bd21 inundado
por 48 horas, depositada en el Gene Expression Omnibus con el nimero de acceso GSE74222
(Rivera-Contreras et al., 2016), se seleccionaron por agrupamiento automatico GO (seccion
0006355) a los FTs que se encuentran activos durante la inundacion. Tambien se hizo un filtrado
manual usando la descripcion gendmica “transcription factor”. Posteriormente, se tomo el
criterio de expresion LogFC > 1.5 y se correlacionaron los datos con las posiciones de las
inserciones reportadas en la base de mutantes T-DNA JGI en el fondo genético del ecotipo
Bd21-3, con preferencia a las que estuvieran dentro del marco abierto de lectura.

Una vez determinados los candidatos, se solicitaron por sus cddigos de linea al Joint
Genome Institute del Departamento de Energia en Estados Unidos (JGI-DOE,2017; Bragg et
al., 2012). Se pidieron dos bloques, el primer bloque fue de los candidatos mas fuertes de FT, y
el segundo bloque incluyé proteinas que son FTs hipotéticos, no obstante, sélo se recibio el

primer bloque.

6.2 Construcciones de T-DNA

Las lineas de T-DNA se generaron por el JGI-DOE con los vectores detallados en la
Figura 13 (Bragg et al., 2012). La construccion genética pOL001 contiene al gen de seleccion
higromicina fosfotransferasa (HPTII) bajo el control del promotor CaMV 35S y un gen
indicador GUS bajo el control del promotor de ubiquitina de maiz. La construccion pJJB
contiene al gen de seleccidn fosfinotricina acetil transferasa (BAR) bajo el control del promotor
de ubiquitina de maiz y pJJ contiene al gen de seleccién (HPTII). pJJB2L2 y pJJ2LB ademas
cuentan con GUS bajo el control de CaMV35S.

pJJ2LBP y pJJ2LBP2 contienen secuencias de trampas genicas. Estos vectores contienen
al gen GUS adyacente al borde izquierdo y al gen GFP en el borde derecho. pJJ2LBA esta
disefiado para aumentar la transcripcion de genes cercanos (Vogel y Hil, 2009; Bragg et al.,
2012).
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Figura 13. Vectores utilizados por JGI-DOE para la generacion de las lineas de T-DNA de Brachypodium
escrutinadas en el presente trabajo.

pOL001, pJJB y pJIB2L2 son del tipo insercional simple, pJJ2LBA, pJJ2LBP2 y pJJ2LBP son trampa génica.
ZmUbi: promotor de Ubiquitina con intron; CaMV 35S:promotor 35S procedente del virus del mosaico de la
coliflor; Tnos: Secuencia de terminacién; BAR o HTPII: gen de seleccién fosfinotricina acetil transferasa o
higromicina fosfotransferasa respectivamente; GUS/GUS Plus: genes indicadores B-glucoronidasa; 12/13: intrén
de tubulina del arroz que contiene donante de empalme y sitios aceptores; sGFP: gen reportero de proteinas; 4x
CaMV 35S: secuencias potenciadoras transcripcionales (Bragg et al., 2012).

6.3 Andlisis filogenético

La base de datos que se usé para recopilar la secuencia de nucleotidos y de aminoacidos
de los factores de transcripcion utilizados fue Phytozome 12 version gendémica de Bd21 V3.1
(Phytozome, 2017). La base NCBI (NCBI, 2017) se utiliz6 para buscar homdlogos en el caso
de la familia DNAJ donde no habia informacion filogenética publicada previamente. Todos los
analisis filogenéticos se realizaron con la herramienta de alineamiento y construccion de arboles
con el programa Mega 7 (Kumar et al., 2016); las secuencias de las familias ERFs, WRKY y
bZIP se alinearon con CLUSTALW.

En el genoma de Brachypodium se reportaron como ERFs a 121 por Chen et al. (2016)
posteriormente se generd un arbol filogenético Neighbour-Joining (con 1000 bootstrap) por el

modelo de No. of differences y complete deletion. En el caso de la familia WRKY, se utilizaron
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76 secuencias reportadas por Wen et al. (2014) y se gener6 un arbol filogenético por el método
de Neighbour-joining (Bootstrap: 1000) y el modelo de P-distance con pairwise delection. Para
la familia bZIP, se utilizaron las secuencias reportadas por Liu y Chu (2015) y se gener¢ el arbol
filogenético con las condiciones como se indica en la familia WRKY.

Para la construccion del arbol filogenético de la familia DNAJ primero se realizé la
busqueda de los miembros de esta familia en Brachypodium con ayuda del algoritmo BLASTP
en la base de datos de la NCBI; se tomaron como referencias cuatro secuencias de la familia
DNAJ de Arabidopsis: At3g44110 tipo I; At5g25530 tipo I1; At5g06110 tipo 111 y At5g11500
tipo V. Posteriormente, se realizo el alineamiento de las secuencias candidatas con MUSCLE
y se gener0 el arbol filogenético Neighbour-Joining (con 1000 bootstrap) por el modelo de
Poisson y Pairwise deletion.

Finalmente, se extrajeron de la base GSE74222 los niveles de expresion de todos los
genes con filogenia expresados en Log2FC asi como las cuentas por millon (CPM). Se uso la

herramienta de Excel de Formato Condicional para expresar los datos en una escala de colores.

6.4 Busqueda de los uORFs

Para analizar si existen marcos de lectura rio arriba (Upstream Open Reading Frame,
UORFs) de los marcos abiertos de los FTs tipo bZIP de Brachypodium, se consult6 en Liu y Chu
(2015) para saber cual grupo posee mayor homologia con los bZIPS reportados para Arabidopsis
(Anexo B): At3g62420 (bZIP53), At2g18160 (bZIP2), At4g34590 (bZIP11), Atlg75390
(bZIP44) y At5g49450 (bZIP1). Una vez detectada la familia IX de Brachypodium como la mas
homologa a Arabidopsis, se identificaron los UORFs de los miembros de la familia bZIP de
Brachypodium de forma manual navegando en el extremo 5'UTR con el visualizador de
secuencias JBrowser (Brachypodium distachyon v.3.1) de la base de datos de Phytozome 12.
Cuando se encontro algun codon de inicio rio arriba, se descargé la secuencia de bases de cada
secuencia. Posteriormente con ayuda de la herramienta Translate Tool (ExPASY) se tradujo la
region del 5"UTR de cada gen para obtener las proteinas codificadas por los UORF (Anexo C).
Posteriormente se realizé un multialineamiento con ClustalW en el programa Mega 7 con las

secuencias de Arabidopsis y se incluyeron las secuencias de Brachypodium.
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También se identificaron los consensos de la region AUG normal (principal u
optimizado) y de los UORFs (no optimizado) de los genes que presentaron UORFs homdlogos
al bZIP11, se utilizo la secuencia de nucledtidos; se tomaron 10 pb antes y después del codon
AUG como lo reportaron previamente (Cavener 1987; Rahmani et al., 2009). Posteriormente se

realizé el multialineamiento de codones utilizando MUSCLE en Mega 7.

6.5 Analisis por Integrative Genomics Viewer (IGV)

Para visualizar la estructura de intrones y exones de los genes de los FT seleccionado,
se compararon los datos del mapeo de cuentas de expresion de los mMRNASs secuenciados en la
base de datos GEO GSE74222 entre condiciones (inundacién, control y ecotipo) y replicas con
el software IGV (Thorvaldsdottir et al., 2013). Se usaron los archivos que contiene el genoma
de Brachypodium v3.1 en formato fasta, las anotaciones en formato gff y los archivos de la

secuenciacion de las diferentes condiciones en formato tdf: Bd21 y Bd2-3 control e inundacion.

6.6 Disefio de oligonucledtidos

Para el disefio de los oligonucleétidos para amplificar por PCR las secuencias que
flanquean las coordenadas de insercion de T-DNA reportadas por JGI, se descargaron de
Phytozome los genes completos y se identificd el sitio de la insercion del T-DNA reportado
(JGI-DOE, 2017). Posteriormente se tomaron 1000 pb (500 pb de cada lado del sitio de la
insercion) y se mandé hacer el disefio de los oligonucle6tidos del gen especifico (GSP) al sitio
web Primer3 v 0.4.0 (Primer3, 2017; Anexo D).

El disefio de oligonucle6tidos de cada secuencia de los factores de transcripcion se hizo
para detectar las inserciones con diferentes pares de oligonucleétidos y asi identificar la
presencia de la insercion de T-DNA vy el estado de cada alelo y que no se estén expresando los
genes (Figura 14).

También se mandé a sintetizar el oligonucleétido del T-DNA que se encuentra 120 pb
hacia arriba del 5" del extremo LB (T3 T-DNA LB AGCTGTTTCCTGTGTGAAATTG) como
se indica en el protocolo de genotipificacion de T-DNA del JGI-DOE (JGI-DOE, 2017). Todos
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los oligonucledtidos reportados en este trabajo se sintetizaron como servicio por la compafiia
OligoT4 (OligoT4, 2017)

Figura 14. Disefio de oligonucledtidos para las lineas mutantes y las plantas silvestres.

a) Las flechas horizontales indican la zona del disefio del oligonucleétido, las flechas naranjas indican los
oligonucledtidos GSP y la flecha azul el oligonucleétido T3 T-DNA LB indica el lugar de la insercién dando lugar
a dos alelos mutantes hipotéticos. b) Ejemplo hipotético del resultado de genotipificacion con ambos
oligonucleétidos GSP + T3 T-DNA LB, donde se observan os diferentes patrones de bandas que indican el estado
de homocigosis o ausencia de la insercion. O: oligonucledtido; GOI: gen de interés; recuadros en color rosa méas
claro bordes LB y RB respectivamente.

Para el disefio de los oligonucledtidos para RT-PCR se descarg6 la secuencia e transcrito
en Phytozome 12 de los genes seleccionados de cada linea de T-DNA (Anexo D); el disefio se
realizd cerca de la region 3’'UTR con una Tm de 62 °C en IDT DNA (IDT, 2017).
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6.7 Material vegetal

6.7.1 Brachypodium distachyon

Se utilizaron semillas de Brachypodium de ecotipos naturales (Bd21, Bd2-3, Bd21-3 y
Tek10) y de lineas mutantes de T-DNA (control). Las semillas de los ecotipos Bd21, Bd2-3 y
Tek10 se obtuvieron del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la UNPA y cuya fuente
original es el Departamento de Agricultura de Estados Unidos a través del Dr. David Garvin
(USDA). Los mutantes de T-DNA 'y su ecotipo natural Bd21-3 fueron donadas por la coleccion
disponible en JGI Brachypodium.

Las semillas se desinfectaron dentro de tubos de 50 mL con 30 mL de hipoclorito 1:1
con agua destilada estéril (concentracion final de hipoclorito de 1.6 % w/v); se mantuvieron en
agitacion 5 min y se enjuagaron con agua destilada tres veces. Posteriormente, se adicion6 agua
desionizada estéril y se incub6 a 4 °C en oscuridad durante 3 dias para sincronizar la
germinacion.

Las semillas se germinaron en una mezcla de sustrato Cosmopeat y perlita (3:1)
previamente esterilizado (121 °C durante 15 min a 15 psi) adicionado con 16.6 g de fertilizante
por cada 4 L de mezcla (equivalente a 2% w/w). Para su propagacion (a partir de las 10 semillas
donadas), las plantas se etiquetaron individualmente y se germinaron y crecieron en una camara
de crecimiento controlado (Adaptis, Conviron) con humedad relativa de 60 %, bajo condiciones
de dia largo (16 h de luz / 8 h de oscuridad), iluminacion de luz blanca de 180 pmol foton m

st de intensidad y 23 °C de temperatura.

6.8 Verificacion de la insercion de T-DNA

6.8.1 Recoleccion de las muestras

Debido a que existia la posibilidad de que las semillas no tuvieran la insercion de T-
DNA que se esperaba o que estas lineas de T-DNA fueran hemicigotas, se realizo la seleccion
de las semillas como se ilustra en la Figura 15. Primero se crecieron en condiciones normales y
se analizaron por PCR mientras crecian (ver siguiente seccion) una vez identificadas, se

conservaron las lineas homocigotas y hemicigotas ya que podriamos tener plantas estériles.
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Aquellas que dieron genotipo silvestre se eliminaron de la colecta y se esterilizaron. Para analisis

posteriores, s6lo se usé a la descendencia de primera generacion de plantas homocigotas.

Figura 15. Estrategia de seleccidn de plantas homocigotas y relaciones de segregacion esperadas.

Se tomaron muestras de dos hojas de cada linea de T-DNA y del control Bd21-3, se les
coloco un cddigo de identificacion y el nimero de planta que le correspondia. Finalmente, se
colocaron en tubos de 1.5 mL y se almacenaron a -80 °C. Las tijeras de colecta se limpiaron con

etanol al 70 % en cada corte para evitar contaminacion

6.1.1 PCR Multiplex (Genotipificacion)

Se realizaron las PCR de cada una de las lineas de T-DNA para identificar los mutantes
homocigotos utilizando la enzima MyTaq Plant-PCR Kit (BIO-2505, Bioline) que se usa para
amplificar directamente de muestras vegetales sin extraer DNA en solucion. Se prepard la
mezcla maestra en tubos de PCR de 0.2 mL utilizando los componentes de la Tabla 2 y
utilizando los oligonucledétidos del gen especifico (GSP) de la Tabla 19 (seccién de resultados)
y el oligonucleétido T3 T-DNA LB para el analisis de cada linea previamente recolectadas
(seccion 6.8.1). La muestra fue un disco de hoja de 1.2 mm que se obtuvo por horadacion de las
hojas con ayuda de pipetas Pasteur estériles, y con alfileres se recupero la muestra del interior
del vidrio y se colocoé en el tubo para PCR; como control negativo se utilizé una reaccién que
solo contenia ddH20 (Anexo E). Todos los experimentos incluyeron un control silvestre (Bd21-
3).
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Tabla 2. PCR de genotipificacién.

Componente Cantidad
MyTaq Plant PCR 10 uL
GSP-F 2 uL
GSP-R 2 uL
T3 T-DNA LB 2 uL
ddH.0 4 uL

Disco de hoja de 1.2 mm* -

Volumen total 20 pL

Se utiliz6 el programa de ciclado como se muestra en la Tabla 3 en un termocilador

(Veriti 96 well, Applied Biosystems).

Tabla 3. Programa de PCR MyTaq Plant

Desnaturalizacion inicial a 95 °C 3 min
Desnaturalizacion a 95 °C 15s
Alineamiento a 55 °C 15s | 30ciclos
Extensiéna 72 °C 1 min
Elongacion final a 72 °C 5 min

Los productos de PCR se observaron en un gel de agarosa al 1.5 % con buffer de corrida
TAE 1X (Anexo E) y se visualizaron en un fotodocumentador (Ingenius LHR, Syngene). Se
utiliz6 como marcador de referencia de longitud a HyperLadder 50 pb (BIO-33054, Bioling;
Anexo F).

6.9 Verificacion de oligonucleétidos

6.9.1 Extraccion de gDNA
Para la extraccion de gDNA se tom0 una muestra de Bd21-3 que se encontraba

almacenada a -80 °C y se moli6 en nitrogeno con ayuda de un minipistilo esteril. Se afiadieron
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500 pL de buffer de extraccion (EB, Tabla 4), se disperso por inversion y se incub6 durante 30

min a 65 °C en un termobloque.

Tabla 4. Componentes del buffer de extraccion.

Componente Cantidad
0.5M EDTA pH.8 1mL
2.5 M NaCl 2mL
1 M Tris pH.8 0.5mL
10% SDS 0.4 mL
H20 desionizada 6.1 mL
VVolumen total 10 mL

Posteriormente, se afiadieron 500 L de cloroformo, se mezcl6 en vortex durante 10 s y
se centrifugd (Heraeus Pico 21, Thermo Scientific) a maxima velocidad (14,000 x g) durante 10
min; el sobrenadante se colocd en un tubo nuevo. Se afiadieron 500 pL de isopropanol, se
mezcl6 vigorosamente y se dejo incubar durante 30 min a temperatura ambiente. Se centrifugo
a maxima velocidad durante 15 min y se removié el sobrenadante cuidando de mantener la
pastilla de DNA en el tubo. Se lavo con 750 uL de etanol al 70 % y se mezcld en vortex. Se
centrifug6 la mezcla a maxima velocidad durante 7 min y se decanto el etanol. EI gDNA se
diluy6 en 50 pL agua destilada desionizada estéril (ddH20) con RNasa A (2 uL/ mL, EN0531,
Thermo Scientific) y se incub6 a 37 °C durante 30 min en un termobloque.

El gDNA se observo en un gel de agarosa al 1% con buffer de corrida TAE 1X (Anexo
E) y se visualizé en un fotodocumentador (Ingenius LHR, Syngene), se utiliz6 como marcador
de referencia de longitud a 1 Kb Plus DNA Ladder (10787-018, Invitrogen; Anexo F).

6.9.2 Preparaciony evaluacion de la calidad de los oligonucle6tidos para PCR y RT-PCR
Los oligonucleotidos se resuspendieron en agua bidestilada y esteril para obtener una
solucion stock a una concentracion de 100 mM (Anexo G). Se realizaron las diluciones 1:10 de

cada oligonucleétido (45 pL de ddH.0O y 5 pL oligonucle6tido).
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Posteriormente se realizé la PCR utilizando la enzima DreamTaq Green PCR Master
Mix 2X (K1081, Thermo scientific). Se prepard una mezcla maestra con los componentes de la
Tabla 5 y utilizando los oligonucledtidos de las Tablas 19 y 20 (seccion de resultados); se utilizd
el gDNA de Bd21-3 (seccion 6.9.1) en una dilucion 1:50 y como control negativo una reaccion

que solo contenia ddH-O.

Tabla 5. Componentes de la reaccion de PCR de oligonucle6tidos.

Componente Cantidad
ddH20 5uL
DreamTaqg Green MM 10 uL
Oligonucle6tido F 2 uL
Oligonucledtido R 2 uL
gDNA 1:50 1L
Volumen total 20 pL

Se utilizd el programa de ciclado como se muestra en la Tabla 6 en un termociclador

(Veriti 96 well, Applied Biosystems).

Tabla 6. Programa de PCR para los oligonucle6tidos.

Desnaturalizacion inicial a 95 °C 3 min
Desnaturalizacién a 95 °C 30s
Alineamiento a 55 °C 30s 35 ciclos
Extensiéna 72 °C 1:15 min
Elongacién final a 72 °C 5 min

Los productos de PCR se observaron en un gel de agarosa al 1.5 % (Anexo E) con buffer

de corrida TAE 1X y se visualizaron en un fotodocumentador (Ingenius LHR, Syngene).
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6.10 Establecimiento de las condiciones para probar la inundacion

Para conocer el nivel de tolerancia a la inundacion de Bd21-3, se realiz6 un ensayo previo
de inundacién y se comparé con los ecotipos evaluados por Rivera-Contreras et al. (2016) que
son Bd21 sensible, y Bd2-3 y Tek10 tolerantes.

Se utilizaron plantas de 14 dias de edad despues de la germinacion que se sumergieron
en tinas ovaladas de plastico (capacidad de 110 L) que se llenaron con agua a una altura de 24
cm. Se usaron dos controles, los controles de luz de baja intensidad se mantuvieron en tinas sin
agua a un lado de las tinas inundadas, y los controles de luz normal, se dejaron en el cuarto de
crecimiento. El estrés por inmersion se realizd en el cuarto de crecimiento vegetal de la
Universidad del Papaloapan de crecimiento controlado con humedad relativa de 60 %, bajo
condiciones de dia largo (16 h de luz / 8 h de oscuridad), iluminacion de luz blanca de 180 umol
foton m? s de intensidad y 23 °C de temperatura (Zamora, 2016). El estrés comenzd tres horas
antes del periodo de oscuridad y posteriormente se realizd la colecta de las plantas en los
siguientes tiempos: 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 4, 5 y 6 dias de inundada. Posteriormente, se mantuvieron
en condiciones normales durante 6 dias y se registro el nimero de hojas (antes y después de la
inundacion) y el porcentaje de sobrevivientes para cuantificar la tolerancia al estrés por
inundacion (LTso).

Se utilizaron tres macetas hexagonales por cada punto de la colecta con 5 plantas cada

una, el experimento se realiz6 por triplicado.

6.11 Tratamiento de estrés para las lineas de T-DNA

Se sometieron a estrés por inundacion las plantas homocigotas de las lineas de T-DNA
de Brachypodium, siempre usando como control a plantas tratadas idénticamente y en paralelo
de Bd21-3. Las plantas tenian 14 dias después de la germinacion, se etiquetaron y se contd el
numero de hojas previo a la inundacion, posteriormente se sumergieron en tinas ovaladas de
plastico que se llenaron a una altura de 24 cm con agua de la llave y otras se tuvieron en
condiciones control (sin ser sumergidas y bajo crecimiento normal).

El estrés por inundacion se realizo tres horas antes de la noche; se rescataron las plantas

en los siguientes tiempos: 3, 3.5 y 4 dias de inundacion. Se realizo el conteo de las hojas cuatro
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dias después del estrés por inmersion y se realizé el monitoreo visual de las plantas, se midio el

tiempo de floracion y altura, morfologia en general y tiempo letal 50 (LTso).

6.12 Anadlisis estadistico

A partir de los datos que se obtuvieron en la seccion 6.1.12 se realizé el analisis
estadistico en Minitab 16 que consistio en analisis de varianza de una via con un valor de P<0.05
(ANOVA) y una prueba de Tukey con el 95 % de confianza para observar si existe diferencia
entre los ecotipos Bd21, Bd2-3, Bd21-3 y Tek-10. Para las plantas silvestres y las lineas
mutantes de T-DNA también se realizé un analisis de varianza de una via y se realiz6 una prueba
de Dunet con los datos de la seccion 6.1.13 con Bd213 como grupo control. Se utilizo la
herramienta BoxPlotR disponible en la web (BoxPlotR, 2017; Krzywinski y Altman, 2014;

Spitzer et al., 2014) para la generacion de diagramas de cajas y bigotes.

6.13 Extraccion de RNA

Con el fin de verificar que la insercion de T-DNA efectivamente causo el KO del gen de
interés, se realizd una colecta del material vegetal 48 h después de la inundacion; el tejido se
congeld en nitrégeno liquido y se almacen6 a -80 °C.

Se utiliz6 el kit Direct-zol RNA MiniPrep (R2050, Zymo Research) para a la extraccion
de RNA siguiendo las instrucciones del fabricante. Se agregd 1 ml de TRI Reagent por 100 mg
de tejido, se homogeneizd en vortex durante 5 min a temperatura ambiente, se centrifugd a
12,000 x g durante 2 min a temperatura ambiente y el sobrenadante se transfirié a un microtubo
de 2 mL.

Se afiadié 1 mL de etanol al 100 % y se mezcl6 por vortex. La mezcla se paso por una
columna (Zymo-Spin 1IC Column) con el tubo colector proporcionado por el fabricante y se
centrifugd a 10,000 x g durante 30 s a temperatura ambiente. La columna se transfirio a un tubo
colector nuevo y se afiadieron 400 uL de Direct-zol RNA PreWash a la columna. Se centrifugo
(Heraeus Pico 21, Thermo Scientific) a 10,000 x g durante 30 s a temperatura ambiente, y se

descarto el flujo que atraveso a la membrana.
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Se agregaron 80 pL de DNAsa | Reaction Mix (5 pL de DNAse | 'y 75 pL de DNA
Digestion Buffer) directamente en la columna y se incub6 a 20-30 °C durante 15 min. Se
afiadieron 400 pL de Direct-zol RNA PreWash a la columna y se centrifugd a 10,000 x g durante
30 s y se descarto el flujo que atraveso. Este paso se repitié una vez mas.

Se afadieron 700 pL de RNA Wash Buffer a la columna y se centrifugé a 10,000 x g
durante 2 min a temperatura ambiente, se descarté el flujo que atraveso y se transfirié la columna
a un tubo nuevo. Se afiadieron 50 pL de DNAse/RNase-Free Water directamente a la columna
y se centrifugd a 10,000 x g durante 30 s, el flujo que atraveso se recuperd con ayuda de la pipeta
y se coloco de nuevo en la columna. Para eluir, se centrifugd a 10,000 x g durante 1 min.

La integridad del RNA se verificd en un gel de agarosa al 1% (w/v) con buffer de corrida
MOPS 1X (Anexo E) y se visualizo en un fotodocumentador (Ingenius LHR, Syngene). La
cuantificacion del RNA se llevo a cabo con un espectrofotometro (Nanodrop 2000, Thermo
Scientific). Como blanco, se utilizé el componente en el que se encontraba resuspendida la
muestra (agua o buffer de elucién) y se verificd que la relacion 260/280 y 260/230 sea de 2 o

mayor.

6.14 Sintesis de DNA complementario (cDNA) y control de calidad

6.14.1 Verificacion de ausencia de gDNA

Para la verificacion de la ausencia de gDNA en las muestras de RNA se realizé una PCR
utilizando la enzima DreamTaq Green PCR Master Mix 2X (K1081, Thermo scientific). Se
prepar6 una mezcla maestra con los componentes de la Tabla 7 y se utilizaron los
oligonuclettidos de Bradi4g31040 como control de ausencia de intrones (banda de 250 pb)
Zamora, 2016). Del RNA extraido en la seccion 6.13 se realiz6 una dilucion 1:10 (1 pL de RNA
y 9 pL de ddH>0). Como control positivo se emplearon 2 uL de gDNA 1:50 y como control

negativo una reaccion que contenia s6lo ddH.O en lugar de molde.
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Tabla 7. Componentes para la PCR verificacion de ausencia de gDNA

Componente Cantidad
ddH20 5uL
DreamTag Green MM 10 pL
Oligonucledtido F 2 uL
Oligonucleotido R 2 uL
RNA 1:10 1uL
VVolumen total 20 pL

Se utilizo el programa de ciclado como se muestra en la Tabla 8 en un termociclador
(Veriti 96, Applied Biosystems).

Tabla 8. Programa de PCR para la verificacion de ausencia de gDNA.

Desnaturalizacion inicial a 95 °C 3 min
Desnaturalizacion a 95 °C 30s
Alineamiento a 55 °C 30s | 40ciclos
Extensiéna 72 °C 1 min
Elongacién final a 72 °C 5 min

Los productos de PCR se verificaron en un gel de agarosa al 2 % (Anexo E) con buffer
de corrida TAE 1X y se visualizaron en un fotodocumentador. Se utiliz6 como marcador de
peso molecular HypperLadder 50 pb (BIO-33054, Bioline).

6.14.2 Sintesis de cDNA

Se utilizo la enzima retrotranscriptasa del kit SensiFAST™ ¢DNA Synthesis Kit (BIO-
65053, Bioline). Se prepard una mezcla maestra con los componentes de la Tabla 9. Se afiadio
el volumen necesario para usar 1 pg de RNA y se complet6 con agua libre de nucleasas hasta

un volumen de 15 pL.
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Tabla 9. Componentes de la sintesis de cDNA

Componente Cantidad
5X TransAmp Buffer 4 pL

Reverse Transcriptase 1L

RNA 1 g
ddH20 C.B.P.
Volumen total 20 puL

Se incubaron las muestras en un termociclador (Veriti 96, Applied Biosystems) a 25 °C
durante 10 min seguidos de 42 °C por 15 min, 48 °C 15 min y finalmente, 85 °C por 5 min para
terminar la reaccion. Posteriormente, se prepararon diluciones 1:10 del cDNA sintetizado (3 puL
de cDNA 'y 27 pL de ddH20).

6.14.3 Verificacion del cDNA

Para la verificacion del cDNA se utilizé la enzima DreamTaq Green PCR Master Mix
2X (K1081, Thermo scientific), se utilizaron tubos de 0.2 mL y se prepar6 una mezcla maestra
con los componentes de la Tabla 10. Se uso6 a Bradi4g1040 como control de ausencia de gDNA
debido a que contiene un intrén dentro de su amplicon gendémico. Se utiliz6 como control

positivo 2 uL de gDNA 1:50 y como control negativo una reaccién que sélo contenia ddH20.

Tabla 10. Componentes para la PCR de verificacién de cDNA.

Componente Cantidad
ddH20 5uL
DreamTaqg Green MM 10 pL
Oligonucleétido F 2 uL
Oligonucle6tido R 2 uL
cDNA 1:10 luL
Volumen total 20 pL
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Se utilizé el programa de ciclado con los pasos como se indica en la Tabla 8 (de la
seccion 6.14.1). Los productos de PCR se verificaron en un gel de agarosa al 2 % (w/v) con
buffer de corrida TAE 1X.

6.15 Analisis mediante RT-PCR de verificacion

Se utilizaron las muestras de cDNA 1:10 de las lineas mutantes de T-DNA de 48 h
condiciones control y de inundacidn. Se utiliz6 la enzima DreamTaq Green PCR Master Mix
2X (K1081, Thermo scientific) y como control constitutivo UBIQUITIN (UBI). Se prepard una
mezcla maestra con los componentes de la Tabla 11. Se realizaron colectas a los 20, 25 y 30
ciclos de PCR para verificar la zona de amplificacion exponencial y evitar las zonas
indetectables y saturadas, y determinar la cantidad de cDNA donde UBI se detectard con

intensidad similar en los geles (Tabla 12).

Tabla 11. Componentes para la reaccion de PCR con ubiquitina

Componente Cantidad
ddH20 1uL
DreamTaqg Green MM 10 pL
Oligonucleétido F 2 uL
Oligonucledtido R 2 uL
cDNA 1:10 variable
VVolumen total 20 pL

Tabla 12. Volumenes finales utilizados para cada muestra de cDNA

Lineade T-DNA | T3E | T3E | T9E | T9E | T3W | T3W | T96W | T96W | Bd21 | Bd21
1C | 11 | 3C | 3l 5C oSl 7C 71 3C 3l
cDNAL:10(uL) | 15 | 45| 2 | 138 2 2 2 1.5 3 2

H,0 (uL) 35/05| 3 | 32| 3 | 3 3 35 | 2 3

Se sigui6 el programa de PCR como se muestra en la Tabla 13 en un termociclador
(Veriti 96, Applied Biosystems). Los productos de la amplificacion se visualizaron en geles de

agarosa al 1 % con buffer de corrida TAE 1X.
47



Tabla 13. Programa de PCR.

Desnaturalizacion inicial a 95 °C 3 min
Desnaturalizacion a 95 °C 30s
Alineamiento a 55 °C 30s | 30ciclos
Extensiona 72 °C 1 min
Elongacién final a 72 °C 5 min

6.16 RT-PCR

Para verificar la ausencia del mensajero de las lineas de T-DNA se utilizd la enzima
DreamTaq Green PCR Master Mix 2X (K1081, Thermo scientific). Se realizaron las mezclas
maestras para cada linea de T-DNA con sus respectivos controles de Bd21-3 en condiciones
control e inundacion como se indica en la Tabla 12 y 14. Los oligonucle6tidos utilizados se
indican en la Tabla 20 (seccidn de resultados). Como control negativo para cada linea se utilizé

una mezcla que so6lo contenia ddH-O.

Tabla 14 Componentes de PCR

Componente Cantidad
ddH20 1ul
DreamTaq Green MM 10 pl
Oligonucleétido F 2 ul
Oligonucleotido R 2 ul

cDNA 1:10 Tabla 13
VVolumen total 20 ul

Se realizaron colectas a los 25, 30 y 35 ciclos de PCR. Se utilizé el programa de ciclado
como se indica en la Tabla 13 (s6lo se modifico el nimero de ciclos a 35) en un termociclador

(Veriti 96, Applied Biosystems).

Los productos de se verificaron en un gel de agarosa al 2 % (w/v) con buffer de corrida
TAE 1X.
48



6.17 Mutagénesis con EMS

6.17.2 Arabidopsis thaliana

Se utilizaron semillas de Arabidopsis thaliana Columbia-0 (Col-0) como control y la
linea transgenica L5 (35S: FLAG-SUB1A-1; Figura 16; Pefia-Castro et al., 2011). Un mL de
volumen de semillas se coloco en un tubo de 1.5 mL y se le afiadieron 1000 pL de H2O destilada,
se incubaron a 4 °C durante 4 dias antes de proceder a la mutagénesis. La mutagénesis se realizo
con base en el protocolo de Weigel y Glazebrook (2006). Se colocé 1 g de semillas (50,000
semillas aproximadamente) en un tubo tipo Falcon de 50 mL, se afiadieron 25 mL 0.2 % v/v de
EMS (50 pL de EMS; M0O880, Sigma Aldrich); el tubo se coloco en rotacion durante 15 h a 25
°C. Se permitio que las semillas sedimentaran en el fondo del tubo y se descarté el EMS, se
agregd H.O destilada estéril hasta completar los 50 mL, se mezcld y después se retird el H»0;
se repitid este procedimiento ocho veces mas. En el ultimo lavado, las semillas se dejaron
remojando durante 1 h para dar tiempo a que el EMS se difundiera fuera de las semillas y se

incub6 a 4 °C durante tres dias.

Figura 16. Fenotipos de las plantas de Arabidopsis Col-0 y transformadas genéticamente con el ERF-VII de
arroz SUB1A-1 (OxSUB1A-L5; Pefia-Castro et al., 2011).

Posteriormente, las semillas se suspendieron en 0.1 % de agarosa (0.05 g de agarosa en
50 mL de H20) y con ayuda de una pipeta Pasteur se sembraron en la mezcla de sustrato
Sunshine No.3 y perlita (como se menciond anteriormente, ver seccion 10.1). Las plantas se
crecieron a una densidad de 5000 por 2ft?. Se utilizaron 20 charolas de 52.5 de largo x 26 cm de

ancho; y con un fotoperiodo de 16 h luz / 8 h de oscuridad.
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Después 60 dias, se recuperaron semillas y se crecieron nuevamente en la mezcla de
sustrato Sunshine No.3 y perlita (M1). Se colectaron todas las semillas cuando las plantas
alcanzaron su madurez.

Se observaron los fenotipos y se escogio los que presentaron fenotipos divergentes al ya
reportado para 35S: FLAG-SUB1A-1 y se guardaron las semillas.

Para detectar contaminacion con Col-0, se realizé una PCR de verificacion, para ello se
colecto una hoja de las plantas de los fenotipos divergentes, se colocaron en tubos de 1.5 mL y
se almacenaron a -20 °C hasta su procesamiento. Posteriormente se realizd la extraccion de
gDNA. Se realizd la PCR usando la enzima DreamTaq Green PCR Master Mix 2X (K1081,
Thermo scientific). Se prepardé una mezcla maestra en tubos para PCR de 0.2 mL con los
componentes de la Tabla 15. Se utilizaron los oligonucledtidos SublAEcoRI5:
TTCGGAATTCATGTGTGGAGGAGAAGTGATC y Sub1AHindIII3’:
CGTTAAGCTTTCAGGCTTCCCCTGCATATGA. Se us6 como controles el gDNA de L5 sin
mutagenizar (+) y Col-0 (-) en una dilucién 1:10 (45 pL de ddH2O y 5 pL de gDNA) y una

reaccion que contenia sélo ddH.0 (-).

Tabla 15. Componentes para PCR con DreamTaq Green MM

Componente Cantidad
ddH20 5uL
DreamTaqg Green MM 10 pL
Oligonucleétido F 2 uL
Oligonucledtido R 2 uL
DNA 1L
VVolumen total 20 pL

Se utiliz6 el programa de ciclado con los pasos como se indica en la Tabla 16 en un

termociclador automatico (Veriti 96, Applied Biosystems).
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Tabla 16. Programa de PCR para la verificacion de mutantes con EMS.

Desnaturalizacion inicial a 98 °C 1 min
Desnaturalizacion a 98 °C 10s
Alineamiento a 60 °C 30 s | 30 ciclos
Extension a 72 °C 60 s
Elongacidn final a 72 °C 10min

Los productos de PCR se verificaron en un gel de agarosa al 2 % (w/v) con buffer de

corrida TAE 1Xy se visualizaron en un fotodocumentador (Ingenius LHR, Syngene).

51



7. Resultados y discusion

7.2 Seleccion de genes codificantes para FTs

Se encontraron en la base de GSE74222 125 genes expresados diferencialmente que
codifican para FTs activos durante la inundacién en Brachypodium, sin embargo, solo se
encontraron 28 mutantes con insercion de T-DNA. De las anteriores concordancias, 19 genes
corresponden al primer bloque con caracteristicas 6ptimas (LogFC > 1.5) y 9 genes al segundo
blogue menos informativo. De ambos bloques, 10 poseen mas de una linea (insercion), 9 tienen
una insercion en la zona del exon, 5 en el intron, 8 en la region del 5UTR, uno en el 3’'UTR y
9 de ellos tienen una insercion cercana al gen (Tablas 18 y 19). Las inserciones se verificaron
con ayuda del visualizador de la base de datos Phytozome 12. Entre las lineas de T-DNA
encontradas se observd que 4 de ellas pueden funcionar como sobre-expresantes porque la
repeticion de 35Sx4 (Activador) esta orientada en direccion con el gen (en rojo, Tabla 18). Se
encontraron también FTs que pertenecen a las familias de los ERF, WRKY, LOB, MYB, HSF,
bHLH, ARF, Trihelix y ZF (Tablas 17 y 18). Esta diversidad de FTs puede indicar que la planta
no solo responde a la baja concentracion de oxigeno, sino que también estaria realizando un
ajuste en su desarrollo, contra un posible ataque de patégenos o respondiendo a la disponibilidad
deficiente de recursos para la obtencidn de energia.

Primero se solicitaron al JGI-DOE los genes del primer bloque, sin embargo, s6lo
tuvieron disponible 10 lineas de T-DNA de Brachypodium y que corresponden a las familias
ERF (Bradilgl7961: JJ22103 y JJ28379; Bradi2g27920: JJ3579 y Bradi5g08380: JJ22213),
WRKY (Bradi2g16150: JJ28416, Bradi2g22440: JJ19596 y Bradi2g54720: JJ20483), DNA J
(Bradi2g55797: JJ2207 y JJ2214) y MYB (Bradilg20540: JJ20097; Tabla 18, Figural?7). El
segundo blogue ya no se obtuvo debido a que el JGI-DOE solicitaba un tiempo para poder
verificar si estaban disponibles las lineas de T-DNA de los genes solicitados. El resultado final
del JGI-DOE para estas lineas fue que no contaban con semillas ya que podian ser lineas letales
0 necesitaban obtener mas semillas (Bulk; Tabla 18). En el Anexo H se muestran el resto de las
estructuras de los genes con T-DNA que no estaban disponibles en el JGI-DOE. De forma
paralela, también se realizo el andlisis de la coleccion TILLING de Brachypodium disponible
en (urgv.evry.inra.fr/UTILLdb) reportada por Dalmais et al. (2013), pero no encontramos lineas

mutantes de los FTs que se identificaron activos durante la inundacion.
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Tabla 17. Identificacién de los genes que codifican FTs activos durante la inundacion. Primer bloque.
En rojo se indican las inserciones que si actlan por orientacién como activadores. En negritas se indican las lineas disponibles en JGI-DOE y que llegaron a la
Universidad del Papaloapan

Tipo de

Gen Identidad Insercion Construccion construccion Linea | Codigo
Bradilg17961 . Exon pJJ2LBA Activador | JJ22103 | TOE
- AP2 domian (AP2) -

Bradilg17961.1 Exon pJJ2LBA Activador | JJ28379 | T3E
Bradi2g27920 ETHYLENE-RESPONSIVE TRANSCRIPTION FACTOR 13 5'UTR pJJ2LBA Activador | JJ13579 | T79E
Bradi2g54720 WRKY transcription factor Intron pJI2LBA Activador | JJ20483 | T3W
Bradi3g42130 Heat shock factor protein 7 5UTR pJJ2LBA Activador - -
Bradilg46690 AP2 domain (AP2) Exén PJI2LBA Activador - -

. . 5UTR pJJ2LBA Activador | JJ20097 | T7M
Bradilg20540 MYB transcrition factor -
Near PJJ2LBA Activador - -
Bradi5g08380 Puttive AP2/ERF domain-containing transcription factor Near pJJ2LBA Activador | JJ22213 | TI13E
Bradilg05480 bZIP transcription factor Intrén pJJ2LBA Activador - -
5UTR pJJi2LB Insercion - -
Bradi2g55797 DNAJ (HSP40) HOMOLOG, SUBFAMILY A, MEMBER 3A Exén POLO01 Insercion JJ2214 T4)
Exon POL001 Insercion | JJ2207 | T7J
Bradi1g63910.1 WRKY transcription factor Near pJJ2LBA Activador - -
pJJ2LBA Activador - -
Bradi4g33000 zf-Dof Near pJJ2LB, pOL001 | Insercién - -
pJJ2LBA Activador - -
Bradi4g16740 LOB DOMAIN-CONTAINING PROTEIN 40 Near pJJ2LBA Activador - -
Bradi5g18680 Heat shock factor protein 4 Exén PJJ2LB Insercion - -

Bradi2g16150.1 WRKY transcription factor Exon pJJ2LBA Activador | JJ28416 | T6W
Bradi2g22440 WRKY transcription factor Intron pJJ2LBA Activador | JJ19596 | T96W
Bradi4g31040 PF00847 - AP2 domain (AP2) 3'UTR pJJ2LBA Activador - -
Bradi2g05950 bHLH transcription factor Intrén pJJI2LBA Activador - -
Bradi3g49180 MY B transcrition factor Exon PJJ2LBP2 -;:éanrpcza i i
Bradi2g50035 AP2 domain (AP2) Exon pJJ2LBA Activador - -
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Tabla 18. Identificacién de los genes que codifican FTs activos durante la inundacion. Segundo Bloque.

Gen Identidad Insercion Construccién Tipo de construccion
Bradi2g12030 Triple-Helix transcription factor family Near pJI2LBA Activador
Bradi4g09567 MYB domain transcription factor family 5UTR pJI2LBA Activador

. . . . pJJ2LBA Activador
Bradi3g03407 ARF, Auxin Response Factor family 5UTR -

pJJ2LBA Activador
Bradi2g19270 o ] Near POLO001 Insercién

- C3H zinc finger family ~ -
Bradi4g05990 5UTR pJJ2LBA Activador
Bradilg66880 RNA.regulation of transcription.putative transcription regulator 5UTR pJJ2LBA Activador
Bradi2g10000 kinase.receptor like cytoplasmatic kinase VII Near pJJ2LBA Activador
Bradi4g32027 D-mannose binding lectin (B_lectin) Near pJJ2LBA Activador
Bradi2g02537 Wall-associated receptor kinase C-terminal (WAK _assoc) Intron pJJ2LBA Activador
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Figura 17. Sitios de insercién en genes que codifican FTs activos en el estrés por inundacion con lineas de T-
DNA disponibles en JGI-DOE.

Las flechas negras indican el sitio de la insercion, las lineas representan los intrones, el color verde indica la region del
5°UTR, rosa la regién del 3"UTR, en azul las zonas de exones y la flecha roja indica la orientacion de la repeticion
35Sx4 de las construcciones pJJ2LBA.
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7.3 Disefio de oligonucledtidos

El disefio de los oligonucledtidos utilizados para la identificacion de las plantas homocigotas, hemicigotas y silvestres (WT)
se realiz6 como indica el Protocolo de T-DNA genotyping disponible en JGI-DOE para que las plantas homocigotas se detecten con
un sélo producto de amplificacién y las hemicigotas con dos, una que corresponde al tipo silvestre y la otra una banda con los tamafios
correspondientes en la Tabla 19 para cada gen. Se lograron disefiar oligonucleo6tidos que abarcaran la insercion a aproximadamente

500 pb a cada lado, para dar un total de 1000 pb como banda homocigota.

Tabla 19. Oligonucleétidos de PCR para las lineas de T-DNA de Brachypodium

. - . Amplicon
Gen Oligonucleétido Secuencia Tm (°C) - —
WT | Homocigoto | Hemicigoto
Bradilg17961 17961-F GCCTCGTTTACTATCAGCAC 55.15 978 478 978/478
(JJ28379,1J22103) 17961-R AACCGTGAAGCACTACAAAT 54.9 500 978/500
i 13579-F GTATTACTTACAAATTTTGCCATTT | 55.22
Bradi2g27920 980 481 980/481
(JJ13579) 13579-R AAGTTGATTATATAAAATGGAATCG| 55.1
i 55797-F CCATGACCAGAGCTTCA 58
Bradi2g55797 990 488 990/488
(32207, JJ2214) 55797-R GAGAGAGACAGAGAGGATTT 58
i 28416-F TCATTTGTATTTCCATAAAATTTGC | 58.49
Bradi2g16150 900| 500 900/500
(JJ28416) 28416-R GGAGGAATTTGGGGACCT 58.71
i 19596-F CTCCTAACCCCCAGTGTAA 55.07
Bradi2g22440 970 | 479 970/479
(JJ19596) 19596-R GACATTGTTTCCGAGCAT 54.31
i 20483-F GTCCTGCCTGTGAATATGAT 54.97
Bradi2g54720 999 367 999/367
(3J20483) 20483-R TTCTTTGGATCACTCGAACT 54.9
i 20097-F CAAAATGGCGTTCAAAAG 55.28
Bradi1g20540 990 667 990/667
(3J20097) 20097-R CATGCGTGAAATAACAAGAA 54.88
i 22213-F CGAAATAGCTCCAATATATTCTT 53.97
Bradi5g08380 998| 520 998/520
(3J22213) 22213-R CGCGCCGAGTAGTAGTAG 54.81
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Para el caso del disefio de los oligonucledtidos para RT-PCR el disefio se realizo hacia el
extremo 3'UTR de la insercion del T-DNA de cada linea, para asegurar que hay ausencia del
transcrito (Tabla 20). Se ha reportado en la literatura, que en ocasiones el T-DNA solo silencia la
parte del 3' posterior a la insercion, mientras que el 5' continda presente (Ishizaki et al., 2005;
Liwanag et al., 2012).

Tabla 20. Oligonucledtidos utilizados para la RT-PCR

Gen Nombre Secuencia Tm°C | Amplicon
Bradi960F ATCAGCAGCAACAGGAGG 61.6
Bradilgl17961 82
Bradi960R | ACCACTAATTACATAGACACGGC | 62.2
Bradi720F GAGGAAGCAGCAAGCTACA 62
Bradi2g54720 180
Bradi720R CGGCAAGTCGAGGCAATA 62
Bradi440F | ACGATTAGTGACATCGACATCC 62
Bradi2g22440 200
Bradi440R ACGTCGTGGTTGTGCTT 62
Bradi380F | CTGCACCATCAACAACACTAC 61
Bradi5g08380 181
Bradi380R CGCCCACCATCATCATCT 61

BradiO40F | GGCAAGTAATGTGGATGTCTG 61 |250gDNA/

Bradi4g31040 I'Bragio40R | AACCATAGCGGATATAACCTGC | 62.1 | 150 cDNA

UBI-860F ACTTGCTTCTGTCTGGGTTC 62
203

Bradilg32860.1 " jB1-860R | GTAGAATTACACACGGGCTCA | 62

7.4 Verificacidn de oligonucleotidos para genotipificacion
Para comprobar que el disefio de los oligonucledtidos se realiz6 de manera correcta se
siguieron una serie de pasos de verificacion. Primero se extrajo gDNA de Bd21-3 que se observo

como una banda de alto peso molecular en la parte superior del gel (Figura 18).

Posteriormente, se realiz6 una PCR con la enzima DreamTaq Green PCR Master Mix 2X
(K1081, Thermo scientific) con los oligonucleétidos disefiados de las Tabla 19 usando el gDNA
de Bd21-3, y se verificd que se obtuvieran las bandas de alrededor de los 1000 y 900 pb en un gel

de agarosa al 2 % para el caso de los oligonucledtidos de PCR (Figura 19).
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Figura 18. Gel de agarosa al 1 % de gDNA de Bd21-3.
M: marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, 10787-018).

Figura 19. Gel de agarosa al 1.5 % para verificacion de los oligonucledtidos para PCR utilizando el gDNA de
Bd21-3.

Como control negativo (-) se utilizé ddH»O; las bandas que se observan corresponden al tamafio esperado para cada
oligonucledtido. Los numeros de la parte superior corresponden a los tres altimos digitos del nombre del
oligonucledtido empleado como se muestra en la Tabla 20, M: marcador de referencia de longitud 1 Kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen, 10787-018).

La verificacion en gDNA de los oligonucledtidos indicd que 961 y 797 no presentaron una
banda por lo que se realizé una PCR en gradiente utilizando las temperaturas 53, 55 y 58 °C. En la
Figura 20, se puede observar que las temperaturas para 961 fueron de 53 y 58 °C mientras que en
el oligonucledtido 797, no se obtuvo una banda del tamafio esperado, sin embargo, en analisis
posteriores y utilizando la enzima MyTaq Plant-PCR Kit (BIO-2505, Bioline) si se logro obtener
las bandas correspondientes de alrededor de 900-1000 pb (Figura 26). Esta ultima enzima fue la

que se uso para todos los analisis posteriores de genotipificacion.
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Figura 20. Gel de agarosa al 1.5 % de PCR en gradiente para evaluar los oligonucleotidos 17961 y 55797.
Como control negativo (-) se utilizd ddH20, M: marcador de referencia de longitud 1 Kb Plus DNA Ladder

(Invitrogen, 10787-018).

7.5 Extraccion de RNA y verificacion de ausencia de gDNA

Se realizo la extraccion del RNA de una muestra de 48 h de inundacion, asi como de sus
respectivos controles de cada una de las lineas de T-DNA y de Bd21-3 silvestre. La verificacion
de la integridad del RNA se muestra en un gel de agarosa al 1 %, se puede observar que no hubo
degradacion del RNA ya que no hay un barrido y se obtuvieron dos bandas correspondientes a las
subunidades del RNA ribosomal (Figura 21).

Figura 21. Gel de agarosa al 1 % para el RNA de las lineas de T-DNA y de Bd21-3.
C: control, I: plantas cometidas a inundacién. Los codigos en la parte superior corresponden al nombre del gen como
lo indica la Tabla 17.

Posteriormente con el RNA que se extrajo, se realizd una PCR para verificar la ausencia de
gDNA. Se utiliz6 como control constitutivo al gen Bradi4g31040. De todas las muestras de RNA
probadas, se observo que s6lo T96W-7 presentd una banda de alrededor de 250 pb en el carril (C)

lo que indica que existe contaminacion con gDNA similar al control donde se coloco gDNA de
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Bd21-3 (banda de 250 pb; Figura 22). No obstante, lo anterior, debido a que en las mutantes se

esperaba la ausencia de banda, se decidid continuar con esta muestra.

Figura 22. Gel de agarosa al 2 % para la verificacion de ausencia de gDNA en muestras de RNA de las lineas
de T-DNA y de Bd21-3.

Se utilizé como control Bradi040; M: Marcador de referencia de longitud HyperLadder 50 pb (BIO-33054, Bioline).
C: control, I: plantas sometidas a inundacién, control positivo (+): gDNA de Bd21-3 1:50, control negativo (-): reaccién
s6lo con H20.

Una vez que se verificd la ausencia de gDNA en el RNA, se sintetizé el cONA y se verifico
nuevamente con la amplificacion de gen Bradi4g31040. En la Figura 23 se puede observar una
banda de 150 pb en las muestras de cDNA de control e inundacion de las lineas de T-DNA y Bd21-
3, en el caso del control positivo se puede observar una banda de 250 pb que corresponde al
amplicon gendmico con intron (100 pb). Respecto a la muestra contaminada detectada en la Figura
22, se observé que el tratamiento térmico de la sintesis de cDNA elimino las trazas de gDNA pues
esta muestra (T96W-7) ya no present6 una amplificacion correspondiente a gDNA.

Figura 23. Gel de agarosa al 2 % de verificacion del cDNA de las lineas de T-DNA y Bd21-3.
Se utiliz6 como control a Bradi4g31040; M: marcador de referencia de longitud; C: control, I: plantas sometidas a
inundacion, control positivo (+): gDNA de Bd21-3 1:50, como control negativo (-): reaccion sélo con H0.
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7.6 Analisis de las familias de FTs

7.6.1 Caracterizacion global de la expresion de FTs de la familia ERFs/DREB.

De esta familia, llegaron semillas de mutantes de T-DNA para los genes Bradilgl17961
(JJ28379 y JJ 22103), Bradi2g27920 (3J13579) y Bradi5g08380 (JJ22213). De tal forma, con base
en el reporte de Chen et al. (2016) se realiz6 un arbol filogenético con todos los miembros de la
familia ERF/DREB (122 genes; 65 DREB/CBF y 57 ERF). En la Figura 24a, se observan las dos
grandes divisiones de esta familia, los ERF (designados con la letra B) y los DREB/CBF (letra A).
El grupo con mas miembros activos durante la inundacion a 48 h es la familia ERF con 13 genes
regulados positivamente. Después, la familia DREB con solo 3.

De los 13 ERFs, 4 pertenecieron a la familia B2 que se caracteriza por agrupar a los ERFs-
V11 que se destacan por participar en los procesos de respuesta a bajas concentraciones de oxigeno
(hipoxia) y que al igual que en Arabidopsis, se pueden clasificar en dos grandes grupos: los
constitutivos (Bradi4g31040, Bradi3g60120, Bradilg46690) y los inducibles por hipoxia
(Bradilg72457, Bradi2g27920, Bradilgl7961, Bradi2g11890; Rivera-Contreras et al., 2016;
Zamora, 2016). El grupo B4 contiene a 4 ERFs activos en el estrés por inundacion (Bradi2g56145,
Bradi2g24175, Bradi4g41616 y Bradi5g08380; Figura 24b) con CPM de 50-150. Chen et al. (2016)
reportaron que estos genes también responden al estrés salino y a la sequia. Se ha reportado que el
gen de Arabidopsis RAP2.6 es un gen que responde al acido abscisico, sal y estrés osmético- es

ortélogo de este grupo apoyando esta actividad (Sharoni et al., 2011).
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Figura 24. Grupos filogenéticos y perfiles de expresion de la subfamilia ERF/DREB de Brachypodium distachyon
a 48h de estrés por inundacion.

Las letras mayusculas (A, B) y la numeracion (1 al 6) corresponden a la clasificacion reportada en (Chen et al., 2016).
Las letras mindsculas indican diferencia significativa: a y b regulados positiva o negativamente en Bd21 y Bd2-3,
respectivamente; ¢ inversamente regulado entre Bd21 y Bd2-3 y d ambos estan regulados positiva o negativamente en
ambos ecotipos (FDR < 0.05 x 10-5; Log2FC > 1.5 0 <— 1.5). El color rojo y amarillo indican los valores de Log,FC
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y CPM respectivamente. En negritas y subrayado se indican las lineas disponibles en JGI-DOE y que se probaron en
el trabajo.

Otros grupos donde hay ERFs con actividad en inundacion son Al, B1 y B3. Se ha visto
que el grupo Al esta relacionado con la respuesta al frio (Chen et al., 2016). Sin embargo, en
inundacion solo 2 miembros se encuentran activos (Bradi2g60340 y Bradi4g35650) en el ecotipo
Bd21 y 2 de ellos apagan su expresion (Bradi3g51630 y Bradi3g50630; Figura 24b), aunque su
expresion no sobrepasa 30 CPM a diferencia de los ERFs-VII (B2). Los grupos B1 y B3 cuentan
con 3 (Bradi5g21250, Bradi3g18070 y Bradi2g50035) y 2 miembros activos respectivamente
(Bradilg00666 y Bradi3g50490) sin embargo sus valores de abundancia (CPM) no son elevados
(13.0, 2.9, 5.9, 12.5 y 47.4 respectivamente) comparados con los del gen Bradi5g08380 (grupo B4)
que tiene 237.8 CPM en inundacion (Bd21S) por lo que se le considera unos grupos insensibles al
estrés (Figura 24b). Hay transcritos que se apagan o prenden, pero su abundancia es muy pequefia

haciéndolos de importancia baja o especifica de algun tejido.

7.6.2 Analisis de IGV de la Familia ERFs con lineas de T-DNA disponibles

Para observar fenomenos de splicing alternativo e isoformas de mRNA, se analizaron los
perfiles de expresion depositados en la base GSE74222 del gen Bradilg17961 y Bradi2g27920. En
la Figura 25 se puede observar que para ambos ecotipos durante el estrés por inundacion (Bd21S y
Bd23S) estos dos ERFs-V1I poseen transcritos expresados que mapean en un intrén, especialmente
en Bradi2g27920, lo que indica que puede existir otra version del gen ademas de la reportada por
Phytozome 12. En el caso del gen Bradi5g08380, que es un ERF del grupo B4, se presenta una
estructura exdn-intron idéntica a la que se encuentra en la base de datos Phytozome 12 donde el

intrén no posee sefiales de expresion y se observa como un valle.
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Figura 25. Cartogramas de alineamiento de secuencias de expresion de los ERFs que se expresan durante
inundacion en dos ecotipos de Brachypodium distachyon (Bd21, Bd2-3) visualizados en IGV.

7.6.3 Verificacion de la insercion de T-DNA de genes de la familia ERF

Se realiz6 una PCR con los oligonucleotidos de la Tabla 19 para realizar la identificacion
de las plantas homocigotas (T/T), hemicigotas (T/W) y silvestres (W/W) de cada linea de T-DNA.
La linea JJ28379 (Bradilgl7961/ERF-VII) tuvo 10 individuos que germinaron, de los cuales,
cuatro fueron homocigotos (3, 6, 7 y 8) ya que presentaron una banda de 469 pb, cuatro fueorn
hemicigotos (1, 5, 9 y 10) porque presentaron bandas de 978 y 469 pb, y finalmente, dos WT que

pueden observarse con una banda de 978 pb idéntica al control positivo (Figura 26).

Figura 26. Gel de agarosa al 1.5 % de productos de PCR para genotipificacion de la linea JJ28379 del gen
Bradilg17961 de Brachypodium.
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Los nameros del 1 al 10 corresponden al total de individuos; M: corresponde al marcador de referencia de longitud
HypperLadder 50 pb, se utilizé como control negativo (-) ddH,O y Bd21-3 control silvestre (WT). En la parte inferior
se indica el resultado obtenido, los cuales corresponden a T/W: hemicigoto, T/T: homocigoto; W/W: silvestre.

La linea JJ22103 (Bradil7961/ERF-VII) tuvo 5 individuos, tres homocigotos (1, 3 y 4) que
presentaron una banda de alrededor de 478 pb, uno hemicigoto (2) que presentd bandas de 978 y
478 pb, y un WT con una banda de 978 pb (Figura 27).

Figura 27. Gel de agarosa al 1.5 % de productos de PCR para genotipificacion de la linea JJ22103 del gen
Bradilg17961 de Brachypodium

Los nameros del 1 al 5 corresponde al total de individuos; M: corresponde al marcador de referencia de longitud
HypperLadder 50pb, se utilizé como control negativo (-) ddH.0 y Bd21-3 control silvestre (WT). En la parte inferior
se indica el resultado obtenido, los cuales corresponden a T/W: hemicigoto, T/T: homocigoto; W/W: silvestre.

La linea JJ13579 (Bradi2g27920/ERF-VII) tuvo un total de ocho plantas, tres fueron
hemicigotas (4, 5 y 7) debido a que presentaron bandas una de 980 y 481 pb y cinco WT que
presentaron una banda de 980 pb (Figura 28).

Figura 28. Gel de agarosa al 1.5 % de productos de PCR para genotipificacion de la linea JJ13579 del gen
Bradi2g27920 de Brachypodium.
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Los nameros del 1 al 8 corresponde al total de individuos; M: corresponde al marcador de referencia de longitud
HypperLadder 50pb, se utilizé como control negativo (-) ddH>0 y Bd21-3 control silvestre (WT). En la parte inferior
se indica el resultado obtenido, los cuales corresponden a T/W: hemicigoto, T/T: homocigoto; W/W: silvestre.

La linea JJ2213 (Bradi5g08380/ERF-B4) tuvo 10 plantas, dos homocigotas (3 y 10) con
una banda correspondiente a 520 pb, cuatro fueron hemicigotas (1, 2, 4 y 9) con bandas de 998 y
520 pb, y cuatro de tipo WT (5, 6,7, y 8) en donde sélo se observa una banda de 998 pb (Figura
29).

Figura 29. Gel de agarosa al 1.5 % de productos de PCR para genotipificacion de la linea JJ22213 del gen
Bradi5g08380 de Brachypodium

Los nimeros del 1 al 10 corresponde al total de individuos; M: corresponde al marcador de referencia de longitud
HyperLadder 50 pb, se utiliz6 como control negativo (-) ddH20 y Bd21-3 control silvestre (WT). En la parte inferior
se indica el resultado obtenido, los cuales corresponden a T/W: hemicigoto, T/T: homocigoto; W/W: silvestre.

Posteriormente del analisis por PCR sélo se cont6 con tres lineas homocigotas de T-DNA
de la familia ERF, JJ28379 y JJ22103, ambas con T-DNA en el gen Bradilg17961 (ERF-VII). Al
Ilegar a madurez, si se obtuvieron semillas para realizar los experimentos posteriores. Al contrario,
para la linea JJ22213 del gen Bradi5g08380 (ERF-B4) no se obtuvieron semillas suficientes de las

planas homocigotas (1 planta estéril, y la otra sélo tuvo 10 semillas) para realizar los ensayos.

7.6.4 Representacion esquematica de las lineas de T-DNA de la familia ERFs

En la Figura 30 se muestran esquematicamente las regiones de los intrones /exones de cada
linea de T-DNA, asi como las regiones en donde se realiz6 el disefio de oligonucle6tidos para PCR
y RT-PCR; tambien se representa la estructura de dominios de la proteina. Para el gen

Bradilgl7961, la insercion de ambas lineas se encuentra en el segundo exon y por lo tanto estarian
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interrumpiendo al dominio AP2 que tiene la funcion de union a DNA por lo que se espera que actle
como una verdadera pérdida de funcion. Como se puede observar, la insercion para el gen
Bradi5g08380 se encuentra en una zona intergénica a 88 pb del inicio del 5"UTR por lo que se

esperaria que estaria bloqueando la sintesis del MRNA en una etapa temprana de la transcripcion.

7.6.5 Caracterizacion global de la expresion de FTs de la familia WRKY

De esta familia, llegaron semillas mutantes de T-DNA para los genes Bradi2g16150
(JJ28416), Bradi2g54720 (JJ20483) y Bradi2g22440 (JJ19596). La familia WRKY consta de 86
miembros y se pueden apreciar 7 subgrupos de esta familia de FTs (Figura 31a). Cuenta con 12
miembros activos durante estrés por inundacion en el ecotipo Bd21 que pertenecen a los grupos
lla, llb, IN, lic, lle, y 111, sin embargo los valores de CPM que presentan estos genes son muy bajos
(Bradi1lg30870: 25.2; Bradi1g52030: 2.8; Bradi2g05500: 4.9; Bradi2g16150: 2.4; Bradi2g53760:
32.3; Bradi2g22440: 5.6; Bradi2g33540: 14.1; Bradi2g54720: 21.5; Bradi2gl5877: 25.7;
Bradilg63910: 35.9; Bradi3g09810: 11.3 y Bradi2g44035: 39), con excepcion del gen
Bradi4g01950 que tiene un valor de 487.6 CPM (Bd21S; constitutivo). De los WRKYs que
cambian su expresion, la mayor parte tienden a aumentarla en estrés pro inundacion, excepto
Bradi3g34567 en el grupo lle que baja su expresion. El resto de los grupos, la mayor parte de los
transcritos se mantiene insensible, aunque como ya se mencion0, los grupos tienen a algun

miembro que aumenta su transcripcion (Figura 31b).
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Figura 30. Representacion esquematica del sitio de insercidén del T-DNA para cada linea de la familia ERF.
Los triangulos rojos indican el sitio de insercion y arriba la representacion del T-DNA que corresponde al pJJ2LBA 'y
su orientacion. La linea continua representa el intrén en la estructura génica, la linea punteada en color azul indica la
region intergénica, en verde se indica la region 5"UTR, en rosa la regién 3’UTR y en azul el exdn. Las flechas indican
la zona del disefio de los oligonucleétidos para PCR y RT-PCR, asi como su codigo (Tablas 14 y 15). Se indican con
corchetes las distancias que hay entre los oligonucledtidos y el T-DNA. Los cuadros de colores numerados indican los
dominios conservados de las estructuras proteicas.

En otras condiciones reportadas en la literatura para Brachypodium, se ha visto que varios

WRKY estan involucrados en procesos del crecimiento y desarrollo de 6rganos o tejidos ya que
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presentaron su mayor expresion en raiz y tallo: Bradi2g49020 (lic), Bradilg14300 (lld),
Bradi3g19640, Bradi4g06690, Bradilg23340 y Bradi4g01950 (IN) este ultimo se encuentra muy
activo durante la inundacion. Los WRKYs también se expresan en la respuesta temprana a
fitopatopatdgenos como Fusarium graminearum y Magnaporthe grisea (Bradi2g16150, I1b), el
primer hongo afecta a la cebada en los periodos de lluvia y causa pudricion de la raiz y la muerte
de las plantas, el segundo hongo causa dafio en el tejido aéreo y las raices de varios cereales de
importancia agricola. Otras condiciones de estrés en las que estan involucrados los WRKY's son la
respuesta al frio y calor (Bradi2g22440, IN) y la sal. Tanto Bradi2gl16150 (2.4 CPM) como
Bradi2g22440 (5.5 CMP) también se expresan en Brachypodium ante inundacion, lo que indicaria
que la planta esté respondiendo a fitopatdgenos y a sefiales de estrés cruzadas Wen et al. (2014).

Para el caso de Bradi2g54720, no se encontrd su registro en la literatura como un gen
relevante en respuesta a estrés biotico o abidtico, No obstante, en el caso del estrés por inundacion,
tuvo expresion diferencial estadisticamente significativa (Figura 31b). Para Bradi2g54720,
Bradi2g22440 y Bradi2g16150 se obtuvieron mutantes de T-DNA, pero s6lo para Bradi2g22440 y
Bradi2g54720 se obtuvieron homocigotos.
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Figura 31. Grupos filogenéticos y perfiles de expresion de la subfamilia WRKY de Brachypodium distachyon a

48h de estrés por inundacion.

Los nimeros romanos indican la clasificacion reportada por Wen et al. (2014). Las letras mindsculas indican diferencia
significativa, a y b regulados positiva o negativamente en Bd21 y Bd2-3, respectivamente; ¢ inversamente regulado
entre Bd21 y Bd2-3 y d ambos estan regulados positiva o negativamente en ambos ecotipos (FDR < 0.05 x 10-5;
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Log2FC > 1.5 0 <—1.5). El color rojo y amarillo indican los valores de Log,FC y CPM respectivamente. En negritas
y subrayado se indican las lineas disponibles en JGI-DOE y que se probaron en el trabajo.

7.6.6 Andlisis de IGV de la Familia WRKYSs con lineas de T-DNA disponibles

En el analisis del IGV los genes WRKY's Bradi2g16150 y Bradi2g22440 en todas las
condiciones se observa el mismo patron en las regiones de los exones e intrones de acuerdo a la
estructura reportada por Phytozome 12. Sin embargo, para el gen Bradi2g54720 se puede observar
una region de expresion en la zona entre el primer y segundo exén, lo que podria indicar una
variante de este gen adicional a las reportadas por Phytozome 12, que también presenta expresion

en el intrén, aunque en sus condiciones se presento de baja expresion. (Figura 32).

Figura 32. Cartogramas de alineamiento de secuencias de expresion de los WRKYs que se expresan durante
inundacion en dos ecotipos de Brachypodium distachyon (Bd21, Bd2-3) visualizados en IGV.

7.6.7 Verificacion de la insercion de T-DNA de genes de la familia WRKY

El anélisis de PCR para la linea JJ28416 (Bradi2g16150) contd con 10 plantas de las cuales
dos fueron del tipo silvestre (2 y 3) ya que solo presentaron una banda de 900 pb y el resto fueron
hemicigotos (1, 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10) en las que se pudo observar las dos bandas, una correspondiente

a los 900 pb y la segunda de alrededor de 500 pb (Figura 33).
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Figura 33. Gel de agarosa al 1.5 % de productos de PCR para genotipificacion de la linea JJ28416 del gen
Bradi2g16150 de Brachypodium.

Los nimeros del 1 al 10 corresponde al total de individuos; M: corresponde al marcador de referencia de longitud
HypperLadder 50 pb, se utiliz6 como control negativo (-) ddH20 y Bd21-3 control silvestre (WT). En la parte inferior
se indica el resultado obtenido, los cuales corresponden a T/W: hemicigoto, T/T: homocigoto; W/W: silvestre.

La linea JJ20483 (Bradi2g54720) tuvo 9 plantas, cinco homocigotas (1, 2, 5, 7 y 9) que
presentaron una banda de 363 pb, y cuatro del tipo silvestre (3, 4, 6, y 8) que s6lo presentaron una
banda de 999 pb (Figura 34).

Figura 34. Gel de agarosa al 1.5 % de productos de PCR para genotipificacion de la linea JJ20483 del gen
Bradi2g54720 de Brachypodium.

Los nameros del 1 al 9 corresponde al total de individuos; M: corresponde al marcador de referencia de longitud
HypperLadder 50 pb, se utilizé como control negativo (-) ddH20 y Bd21-3 control silvestre (WT). En la parte inferior
se indica el resultado obtenido, los cuales corresponden a T/W: hemicigoto, T/T: homocigoto; W/W: silvestre.

De la linea JJ19596 (Bradi2g22440) se obtuvieron ocho plantas, dos homocigotas (6 y 7)

que presentaron una banda que corresponde a 479 pb, cinco hemicigotas (1 al 5) que presentaron
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bandas, una que corresponde a 970 y otra de 479 pb, una del tipo silvestre con una banda de 970
pb (Figura 35).

Figura 35. Gel de agarosa al 1.5 % de productos de PCR para genotipificacion de la linea JJ19596 del gen
Bradi2g22440 de Brachypodium.

Los numeros del 1 al 8 corresponde al total de individuos; M: corresponde al marcador de referencia de longitud
HypperLadder 50 pb, se utiliz6 como control negativo (-) ddH20 y Bd21-3 control silvestre (WT). En la parte inferior
se indica el resultado obtenido, los cuales corresponden a T/W: hemicigoto, T/T: homocigoto; W/W: silvestre.

7.6.8 Representacion esquematica de las lineas de T-DNA de la familia WRKY

De la familia WRKY solo dos lineas presentaron plantas homocigotas, JJ19596 del gen
Bradi2g22440 y JJ20483 del gen Bradi5g54720. En la figura 36 se muestran esquemas
representativos de las secuencias de los genes y representacion de dominios de las proteinas, asi
como las regiones en las que se disefiaron los oligonucledtidos de PCR y RT-PCR. Como se
observa en Bradi2g22440 y Bradi2g54720, la insercion de T-DNA se encuentra en el segundo
intrén que estaria modificando al dominio WRKY en ambas proteinas (dominios 1 y 3), este

dominio tiene la funcién de unién a DNA.

73



Figura 36. Representacion esquematica del sitio de insercién del T-DNA para cada linea de la familia WRKY
Los tridngulos rojos indican el sitio de insercion y arriba la representacion del T-DNA que corresponde al pJJ2LBAy
su orientacion. La linea continua representa el intrn en la estructura génica, en verde indica la regiéon 5’"UTR, en rosa
laregion 3’'UTR y en azul el exdn. Las flechas indican la zona del disefio de los oligonucleétidos para PCR y RT-PCR,
asi como su codigo (Tablas 19 y 20). Se indican con corchetes las distancias que hay entre los oligonucleétidos y el T-
DNA. Los cuadros de colores y con nimeros indican los dominios conservados de las estructuras proteicas
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7.6.9 Analisis global de la expresion de FTs de la familia DNAJ

De esta familia llegaron semillas de lineas de mutantes de T-DNA para el gen Bradi2g55797
(JJ2214 y JJ2207), que esta regulado positivamente en inundacion y posee 19 CPM, sin embargo
no hubo plantas homocigotas, pero si se realizaron estudios bioinformaticos.

Debido a que no hay reportado un arbol filogenético de la familia DNAJ para
Brachypodium se realizd la identificacion de los miembros de esta familia tomando como
referencia cuatro secuencias de la familia DNAJ de Arabidopsis: At3g44110, At5g25530,
At5g06110 y At5g11500. Las basquedas se realizaron en la base de datos de la NCBI con la
herramienta BLASTP. De las comparaciones realizadas con cada una de las secuencias de
referencia, se obtuvo un listado de 136 candidatos, posteriormente se verificaron en la base de datos
de Phytozome 12 y se excluyeron aquellas que estaban repetidas dando un total de 119 secuencias.
Se realiz6 como referencia un arbol filogenético donde se incluyod las secuencias de la familia
DNAJ de Arabidopsis reportadas por Rajan y D"Silva (2009). Posteriormente se realizo el arbol
filogenético con so6lo las 119 secuencias de Brachypodium (Figura 37a) y ambos arboles
filogenéticos se compararon con el reportado por Sarkar et al. (2013) para arroz. Se clasifico a la
familia DNAJ de Brachypodium en tres grupos (Tipo | a I11). De acuerdo a estos analisis se puede
observar que Bradi2g55797 pertenece a un DNAJ del tipo I11 (Figura 37a).

La familia DNAJ de Brachypodium cuenta con seis miembros regulados positivamente
durante la inundacion (Figura 37b), Bradi2g55797, Bradi2g19010, Bradi1g63810, Bradi3g42400,
Bradi4g28980, Bradilg06980; y dos que apagan su expresion, Bradi2g43040 y Bradilg43090 que
pertenecen al tipo I1l. También se pudo identificar que el gen mas abundante de esta familia es
Bradilg13640 del tipo 1l con 860 CPM (Bd21S, que mantiene su expresion). El resto de los genes
se mantiene insensible al estrés o ser especificos de algun tejido.

7.6.10 Analisis de IGV de la Familia DNAJ con lineas de T-DNA disponibles

Para el analisis del gen Bradi2g55797 de la familia DNAJ se puede observar que existe una
region con valores de expresion en todas las condiciones (Bd21C, Bd21S, Bd23C y Bd23S) en la
zona entre el primer y segundo exon lo que podria indicar una variante del gen que no se encuentra
reportada en Phytozome 12 lo que corresponderia a un exon en la regién que esta indicada como

intrén (Figura 38).
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Figura 37 . Perfiles de expresion de la subfamilia DNAJ de Brachypodium distachyon a 48h de estrés por
inundacion.

Los nimeros romanos corresponden a la clasificacion reportada por Sarkar et al. (2013) en el arroz. Las letras
minGsculas indican diferencia significativa: a y b regulados positiva 0 negativamente en Bd21 y Bd2-3,
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respectivamente; ¢ inversamente regulado entre Bd21 y Bd2-3 y d ambos estan regulados positiva o negativamente en
ambos ecotipos (FDR < 0.05 x 10—5; Log2FC > 1.5 0 < — 1.5). El color rojo y amarillo indican los valores de Log.FC
y CPM respectivamente. En negritas se indican las lineas disponibles en JGI-DOE.

Figura 38. Cartograma de alineamiento de secuencia de expresion del DNAJ que se expresan durante
inundacion en dos ecotipos de Brachypodium distachyon (Bd21, Bd2-3) visualizados en IGV.

7.6.11 Verificacion de la insercion de T-DNA del DNAJ

El gen Bradi2g55797 de la familia DNAJ cuenta con dos lineas de T-DNA: JJ2207 y
JJ2214. Para la linea JJ2207 todos los individuos fueron del tipo silvestre ya que presentaron una
banda de 982 pb (Figura 39). Puede ser que la transformacion de esta linea en JGI-DOE no haya

sido exitosa, que estd mal mapeada o que indique que la delecion del gen es letal.
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Figura 39. Gel de agarosa al 1.5 % de productos de PCR para genotipificacion de la linea JJ2207del gen
Bradi2g55797 de Brachypodium

Los nameros del 1 al 4 corresponde al total de individuos; M: corresponde al marcador de referencia de longitud
HypperLadder 50 pb, se utilizéd como control negativo (-) ddH,O y Bd21-3 control silvestre (WT). En la parte inferior
se indica el resultado obtenido, los cuales corresponden a T/W: hemicigoto, T/T: homocigoto; W/W: silvestre.

Para la linea JJ2214 al igual que la anterior todas las plantas fueron del tipo silvestre ya que
solo presentaron la banda de los 982 pb, lo que indica que no poseen un T-DNA en el gen
Bradi2g55797 (Figura 40).

Figura 40. Gel de agarosa al 1.5 % de productos de PCR para genotipificacién de la linea JJ2214 del gen
Bradi2g55797 de Brachypodium.

Los nameros del 1 al 8 corresponde al total de individuos; M: corresponde al marcador de referencia de longitud
HypperLadder 50 pb, se utiliz6 como control negativo (-) ddH,O y Bd21-3 control silvestre (WT). En la parte inferior
se indica el resultado obtenido, los cuales corresponden a T/W: hemicigoto, T/T: homocigoto; W/W: silvestre.
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7.6.12 Andlisis de IGV de la Familia DNAJ

En el caso del gen Bradilg20450 de la familia MYB (de la que llegaron semillas de
mutantes de T-DNA JJ20097) se puede observar que su estructura predicha por Phytozome 12 es
la misma que se puede visualizar en el transcriptoma en inundacién de Brachypodium con un intron
bien definido (Figura 41).

Figura 41. Cartograma de alineamiento de secuencia de expresion del MYB que se expresan durante inundacion
en dos ecotipos de Brachypodium distachyon (Bd21, Bd2-3) visualizados en IGV.

7.6.13 Verificacion de la insercion de T-DNA del MYB
El gen Bradilg20540 s6lo cont6 con una linea de T-DNA, JJ20097 que tuvo todas las plantas
del tipo silvestre ya que se observo la banda de los 990 pb (Figura 42).

Figura 42. Gel de agarosa al 1.5 % de productos de PCR para genotipificacion de la linea JJ20097 del gen
Bradi1g20540 de Brachypodium.
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Los nameros del 1 al 6 corresponden al total de individuos; M: corresponde al marcador de referencia de longitud
HypperLadder 50 pb, se utilizé como control negativo (-) ddH,O y Bd21-3 control silvestre (WT). En la parte inferior
se indica el resultado obtenido, los cuales corresponden a T/W: hemicigoto, T/T: homocigoto; W/W: silvestre.

7.6.14 Analisis global de la expresion de FTs de la familia bZIP

A pesar de que para la familia bZIP no llegaron lineas de T-DNA, también se realizo el
andlisis bioinformético de los homologos en Arabidopsis que estan involucrados en el control de
sacarosa como bZIP1, bZIP2, bZIP11, bZIP44 y bZIP53. De especial interés es que en Arabidopsis
poseen UORFs que codifican un péptido de 28 residuos que permite el control reprimible por
sacarosa y que también se ha visto altera la traduccion eficiente del mRNA durante la hipoxia
(Rahmani et al., 2009; Juntawong et al., 2013). Por lo que son un punto clave en la red de
regulacion en la activacion de genes en respuesta al estrés o al hambre (Rahmani et al., 2009).

De acuerdo a lo reportado por Liu y Chu (2015) la familia bZIP de Brachypodium se
conforma por 96 genes que a su vez se dividen en nueve grupos (Figura 43a). Los bZIPs tienen tres
miembros prominentemente activos durante la inundacién: Bradi2g38380 (1X), Brad3g60870 (V1)
y Bradi3g02730 (VIII) y un gen negativamente sensible a la inundacion, Bradi4g27720 (I1X).
Adicionalmente, hay seis genes que apagan su expresion: Bradi3g22040 (1X), Bradi4g27720 (1X),
Bradi4g32920 (IX), Bradi4g02570 (V1I), Bradi2g50220 (I1) y Bradi5g23340 (1l1). En la Figura
43b se puede observar que el gen mas abundante es Bradi2g38380 con 445 CPM (Bd21S) del grupo
IX.
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Figura 43. Grupos filogenéticos y Perfiles de expresion de la subfamilia bZIP de Brachypodium distachyon a 48h

de estrés por inundacion.

Los nimeros romanos corresponden a la clasificacion reportada por Liu y Chu (2013). Las letras mindsculas indican

diferencia significativa: a y b regulados positiva o negativamente en Bd21 y Bd2-3, respectivamente; ¢ inversamente
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regulado entre Bd21 y Bd2-3 y d ambos estan regulados positiva o negativamente en ambos ecotipos (FDR < 0.05 x
10-5; Log2FC > 1.5 o0 < — 1.5). El color rojo y amarillo indican los valores de Log,FC y CPM respectivamente.

7.6.15 Busqueda de los uORF en los miembros de la familia bZIP de Brachypodium

Se analizaron todos los miembros de la familia bZIP en especial el grupo IX que fue el que
presentd mayor homologia con el bZIP11 de Arabidopsis. En Brachypodium este grupo esta
formado por catorce miembros de los cuales seis no registran expresion detectable, y siete
presentaron UORFs en la region 5 y son: Bradi3g06670, Bradi2g38380, Bradi4g04720,
Bradi3g22040, Bradi4g27720, Bradi3g02980 y Bradi4g32920. Sin embargo, sélo cinco de ellos
presentaron un SIRT-uORF similar al de bZIP11 de Arabidopsis y poseen caracteristicas de
expresion cambiante ante la inundacion, mientras Bradi2g38380 (445 CPM en 21S) es constitutivo
y altamente expresado, Bradi4g27720 y Bradi3g22040 se apagan significativamente. En el caso de
Bradi3g06670, se puede observar que presenta un UORF, pero no es del tipo SITR-uORF; en la
Figura 44 se puede observar la estructura genica de cada uno de ellos y la localizacion de los UORF
en laregion del 5"UTR. Las distancias del codon de parada del uORF al codon de inicio del marco
de lectura abierto principal (AUG) del bZIP estan en el rango de 113 a 255 nucle6tidos, que son
similares a las reportadas para los bZIP de Arabidopsis (71 a 255 aminoacidos) y que son
importantes para el mecanismo de regulacion SIRT (Rahmani et al., 2009).

Bradi2g38380
| IH >
Bradi4g27720
| | >

Bradi3g02980

Bradi4g04720

Bradi3g22040

>

Figura 44. Representacion de la estructura génica de los bZIP de Brachypodium.

Los UORFs estdn numerados y los cuadros de colores indican la posicion del UORF: morado 1, azul 2, verde 3 y rosa
claro 4. El contorno punteado indica la posicion del SIRT-uORF; cada estructura génica va del 5" al 3'UTR, la linea
azul indica la zona del los intrones.
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Tambien se realizé el analisis de los SIRT-UORF con ayuda de un multialineamiento en
donde se incluyeron las secuencias reportadas para Arabidopsis y se identificaron las regiones
conservadas. Como se observa en la Figura 45 todos los uUORF estan conservados en su extremo

C-terminal; las longitudes de las versiones del UORF van desde 20 hasta 43 aminoacidos.

Figura 45. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de los SIRT-uORF de Brachypodium identificados a
partir del bZIP11 de Arabidopsis.

Se realizo el andlisis de los consensos de la zona del uUORF es decir las secuencias que
rodean el AUG debido a que afectan la eficiencia del inicio de la traduccién (Rahmani et al., 2009)
asi como de los consensos del AUG principal (ORF principal) para conocer si existe algun
consenso para el proceso de la transcripcion en Brachypodium (Figura 46). Sin embargo,
comparado con los bZIP de Arabidopsis, los bZIPs de Brachypodium no poseen un consenso
preferencial similar al del bZIP11 AAATGGA (Figura 46). Al momento, no se puede saber si es
una diferencia global del inicio de la traduccion entre mono y dicotiledéneas, por lo que esta
herramienta bioinformatica de deteccién de consensos alrededor del AUG principal, no se puede

aplicar directamente.
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Figura 46. Alineamiento de consensos de los uUORF y del ORF principal de Brachypodium identificados a partir
del bZIP11 de Arabidopsis.

En el analisis se incluyeron los bZIP de Arabidopsis. Del lado izquierdo las secuencias corresponden a los codones
que rodean al coddn del uUORF y del lado izquierdo al ORF principal de los bZIP.

La importancia biotecnoldgica de estos bZIPs y sus uORFs, se destacd por Sagor et al. (2015)
quienes identificaron dos homologos del bZIP11 de Arabidopsis en el Tomate, SIbZIP1 y SIbZIP2,
y posteriormente desarrollaron a partir de la eliminacion transgénica del mecanismo de represion
por sacarosa a plantas transgénicas de tomate mas dulces al mejorar hasta 1.5 veces, el contenido
de azucar comparado con las silvestres. Por lo que en Brachypodium podria estudiarse mas a fondo

este mecanismo de represion para la conservacion del carbono y aumento de la calidad de frutales.

7.7 Analisis mediante RT-PCR

Como primer paso, se verificd que los oligonucleétidos de RT-PCR tuvieran el tamafio del
amplicén esperado (Figura 47) excepto para el caso del oligonucleétido del gen Bradilgl17961 que
se utilizaron los oligonucledtidos disefiados en un trabajo anterior (Zamora, 2016), y una vez que
se pudo confirmar su utilidad, se paso verificar la ausencia del transcrito por efecto de la insercion
de T-DNA mediante RT-PCR en muestras que se colectaron a 48 h de las lineas de T-DNA

homocigotas en condiciones control y de inundacion, asi como también las muestras de Bd21-3.
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Figura 47. Gel de agarosa al 1.5 % para verificacion de los oligonucleétidos para RT-PCR utilizando gDNA de
Bd21-3.

Se utilizd como control negativo (-) ddH,0; en el gel se pueden observar bandas de alrededor de 200 pb. Los nimeros
en la parte superior corresponden a los tres tltimos digitos del nombre del oligonucledtido empleado como se muestra
en la Tabla 21, M: marcador de referencia de longitud HyperLadder 50 pb (BIO-33054, Bioline).

El andlisis por RT-PCR (Figura 48a, b) revel6 que como se esperaba, las lineas T3E-1
(JJ22103, Bradilgl7961, ERF-VII) y T3W-5 (JJ20483, Bradi2g54720, BdWRKY57) no
presentaron un transcrito detectable para sus respectivos genes, siendo lineas KO verdaderas. En
el caso de las lineas T9E-3 (JJ28379, Bradilg17961, ERF-VII) y T96W-7 (JJ19596, Bradi2g22440,
BAdWRKY46) en la condicion control, se pudo observar una banda ligera, lo que podria indicar que
se trata de una mutante KO "leaky" (Figura 48c, d). Para el caso de las plantas silvestres, se pudo

confirmar en todos los casos que se seleccionaron genes inducibles por estrés por inundacion.

Figura 48. Analisis de RT-PCR de los niveles de transcripcion de las lineas de T-DNA.
El RNA se extrajo de la parte aérea de las plantas homocigotas y plantas silvestres (Bd21-3) sometidas a 48 h de estrés.
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7.8 Ensayo de inundacion con Bd21-3

Dado que en un reporte anterior (Rivera-Contreras et al.,2016) se reporté que Bd21 es un
ecotipo sensible a la inundacion, pero no se incluyd al fondo genético Bd21-3 de las mutantes
empleadas en el presente trabajo, surgid la necesidad de determinar su tolerancia relativa. Asi, se
realizaron 3 ensayos de inundacion con los ecotipos Bd21 (sensible), Bd2-3 y Tek-10 (tolerantes)
e incluyendo a Bd21-3 durante la inundacién y asi poder comparar el comportamiento en estrés de
las lineas de T-DNA.

El primer ensayo de inundacion se realizé con los cuatro ecotipos y con los tiempos 1, 1.5,
2, 2.5, 3, 45 y 6 dias de inmersion. El ensayo confirmé lo reportado anteriormente y Bd21 se
observo como el ecotipo mas sensible, mientras que Bd21-3 presentd visualmente una tolerancia
incluso superior a los ecotipos reportados anteriormente como tolerantes (Figura 49). Al cuantificar
la respuesta al estrés como porcentaje de hojas sanas, se puedo observar que, entre los individuos
rescatados al tercer dia de inundacion, Bd21 presenta la mayor dispersion de datos y Bd21-3 la
menor, aunque todavia no hay diferencia entre estos ecotipos. Para el dia 4 ya se observa que Bd21-
3 es mas tolerante a la inundacion con la mayor parte de las hojas sanas, y a el 100 % de sus
individuos que lograron recuperarse del estrés (Figura 49 y 50a). No se grafico el dia 5y 6 de
inmersion pues, como se puede observar en la Figura 51 que cuantifica letalidad, el 100 % de los
individuos estan muertos en todos los ecotipos (Figura 49).

En el segundo y tercer ensayo s6lo se sometieron al estrés los ecotipos Bd21, Bd2-3 y Bd21-
3, pues las semillas de Tek10 fueron insuficientes. Aunque la intensidad del estrés cambio, las
tendencias se mantuvieron similares con Bd21-3 como el ecotipo més tolerante. S6lo se realizaron
hasta el 4 dia de inundacion, tomando en cuenta del ensayo anterior las plantas no logran sobrevivir
al 5 dia. En la Figura 50b se puede observar para el segundo ensayo que en el dia 3 ya hay diferencia
significativa entre los tres ecotipos siendo Bd21 el mas afectado ya que todas las plantas estaban
muertas. Para el dia 4 podemos observar que ya no existe diferencia entre Bd21-3 y Bd2-3 ya que
alrededor del 60 % de las plantas poseen hojas sanas. En la Figura 50 podemos observar que Bd21
no logré recuperarse del estrés comparada con los ecotipos Bd2-3 y Bd21-3. Para el tercer ensayo
podemos observar que no existe diferencia entre los tres ecotipos en el dia 3 de inundacién, pero
la dispersion en Bd21 es muy grande y para el dia 4 se vuelve a revelar como el ecotipo méas
sensible, ya que Bd2-3 y Bd21-3 tienen al menos mas del 60 % de la poblacion con hojas sanas, en
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el dia 4 podemos observar que Bd21 no soporté la inundacion y que al igual que en el ensayo dos,
Bd2-3 y Bd21-3 son iguales significativamente (Figura 50c).

Figura 49 Supervivencia de los ecotipos de Brachypodium del primer ensayo de inundacion.
Ecotipos: Bd21, Bd2-3, Bd21-3 y Tek-10 con 24 dias de edad, después de cuatro dias de recuperacion.
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Figura 50. Porcentaje de hojas sanas de los ecotipos Bd21, Bd2-3, Bd21-3y Tek10.

Las lineas centrales muestran las medianas; los limites de caja indican los percentiles 25 y 75 segun lo determinado
por el software R; los bigotes se extienden 1,5 veces el intervalo intercuartilico de los percentiles 25 y 75, los outliers
estan representados por puntos; las cruces representan las medias de la muestra. Las barras indican intervalos de
confianza del 95 % de los medios. n = 15 - 45 puntos de muestreo. Las letras indican la agrupacion obtenida de acuerdo

al andlisis con la prueba Tukey.
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Figura 51. LTso de los ecotipos de Bd21, Bd2-3, Bd21-3 y Tek-10 en estrés por inundacion.
Se muestran los resultados de dos experimentos independientes para los ecotipos Bd21, Bd2-3 y Bd21-3.
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Figura 52. Supervivencia de los ecotipos de Brachypodium del segundo ensayo de inundacion.
Ecotipos: Bd21, Bd21-3 y Bd21-3 con 23 dias de edad, después de cinco dias de recuperacion

A partir de estos tres ensayos de inundacion con los ecotipos Bd21 (sensible), Bd2-3
(tolerante) y tomando como referencia Tek10, se realizé un analisis global incorporando los tres
ensayos a un sélo analisis estadistico (Figura 50 d). En el que se pudo determinar que Bd21-3 es
un ecotipo que se debe clasificar como tolerante el estrés por inundacion debido a que soporta 4
dias bajo inmersion total (Figura 50 y 51). Como se puede observar en Figura 50c las plantas de
Bd21 después de la inmersion durante 3 dias tuvieron un rango de hojas sanas que va desde el
100% hasta las que poseen todas las hojas afectadas, sin embargo, ya para el dia 4 todas menos dos
plantas de la poblacion han muerto. De acuerdo al andlisis estadistico, Bd21-3 es estadisticamente
igual a Bd2-3 y Tek-10 ya que pueden tolerar hasta 4 dias de inundacién al presentar mas del 50
% del nimero de hojas sanas, e incluso, sus parametros de dispersion son superiores y visualmente
es una planta méas robusta después de la inundacion (Figura 50). A partir de estos ensayos, se
establecio el tiempo de inmersidn para las lineas de T-DNA en donde se predijo que serian menos
tolerantes a la inundacion por la ausencia de los FTs que normalmente estarian expresados, y se
decidi6 usar 3 dias de inundacion como el primer tiempo de analisis y utilizar eficientemente las

semillas mutantes.
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7.9 Tratamiento de estrés para las lineas de T-DNA

Se realizaron solo dos ensayos de inundacion con las lineas de T-DNA homocigotas:
JJ19596 (Bradi2g22440, T96W-7) y JJ20483 (Bradi2g54720, T3W, JJ28379) de la familia WRKY,
y (Bradilgl7961, T9E) y JJ22103 (Bradilgl7961, T3E) de la ERF-VII, debido a que la cantidad

de semillas que se obtuvieron para cada linea no era suficiente para realizar triplicado (Tabla 21).

Tabla 21. Semillas obtenidas de plantas homocigotas de las lineas de T-DNA (112 dias después de la
germinacion)

Gen Linea | Codigo | Total de semillas
Bradi2g22440 | JJ19596 | T96W-7 158
Bradi2g54720 | JJ20483 | T3W-5 220

JJ28379 | TO9E-3 260
Bradilgl7961

JJ22103 | T3E-1 67
Bradi5g08380 | JJ22213 | T13E-10 10

Para los ensayos de estrés, se recuperaron las plantas en los tiempos de 3, 3.5y 4 d de
inmersion y se tomaron datos del porcentaje de hojas sanas después de 6 dias de recuperacion. En
el primer ensayo, se puede observar que no existe diferencia entre las lineas de T-DNA con respecto
al control en el dia 3 y 3.5 de estrés, sin embargo, en el dia 4 se puede observar gque la linea T3W-
5 es significativamente diferente con respecto al control Bd21-3, tanto en nimero de hojas sanas,
como visualmente (Figuras 53a y 54). En el segundo ensayo de inundacion, no se pudieron
registrar diferencias estadisticas entre las lineas de T-DNA con respecto al control, a pesar de que
la dispersion de los datos indicé en el dia 3.5 una disminucion generalizada de la integridad de los
mutantes con respecto al control (53b). Posteriormente, se realizé el analisis de manera global con
los datos de los dos ensayos y se puedo observar que, aunque no hubo diferencias entre las lineas
de T-DNA con la silvestre, si se nota una disminucion de la integridad de las mutantes, en especial
para T3W-5 de la familia WRKY. La falta de una diferencia estadistica detectable por métodos
convencionales para Bradi2g22440 (JJ19596-T96W-7, BAWRKY46) y Bradilgl17961 (JJ28379-
T9E-3, ERF-VII) se pudo deber a que el analisis de RT-PCR indic6 que son mutantes "leaky" que
aun pueden tener expresion y para las otras, es que el transcrito no tiene un efecto solido sobre la

integridad de las hojas, que fue el parametro de medicion.
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No obstante, lo anterior, un fenotipo notorio y homogéneo fue el acamamiento, que se
define como el crecimiento de los pastos al ras del suelo y no de forma erecta como lo hacen
normalmente. EI acamamiento es un fenotipo de interés agricola pues se puede presentar como
producto del estrés por inundacion o del exceso de nitrégeno y puede causar pérdidas agricolas
(Rueda et al., 2016). Como se puede observar en la Figura 54 y 55 la principal diferencia entre las
plantas fueron el acamamiento de las lineas de T-DNA después de 4 dias de recuperacion
comparado con el ecotipo silvestre Bd21-3. En los trabajos de transcriptomica del estrés se reporta
frecuentemente la presencia de enzimas de modificacion de pared celular y se ha hipotetizado que
en las plantas que expresan la estrategia de elongacidn estan expresados para ablandar la pared
celular y permitir su crecimiento (van Veen et al., 2013), de forma contraria, en especies
quiescentes, estos transcritos estan reprimidos para evitar modificaciones en la pared celular
(Fukao et al., 2011). De tal forma, se propone que uno de los papeles principales de los FTs
analizados en este trabajo es evitar el ablandamiento de las paredes celulares durante la inundacion
y no expresar un fenotipo de acamamiento no propio de Brachypodium. En el Anexos | se muestra
la altura final de las lineas de T-DNA correspondiente al primer ensayo y en el Anexo J las graficas

de las alturas correspondientes para cada experimento.
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Figura 53. Porcentaje de hojas sanas de las lineas de T-DNA.

Las lineas centrales muestran las medianas; los limites de caja indican los percentiles 25 y 75 segun lo determinado por el software R; los bigotes se extienden
1,5 veces el intervalo intercuartilico de los percentiles 25y 75, los outliers estan representados por puntos; los cruces representan medios muestrales; Las barras
indican intervalos de confianza del 95 % de los medios. n = 15-45 puntos de muestreo. Las medias que no estan etiquetadas con la misma letra son
significativamente diferentes de la media del control (Bd21-3) de acuerdo al Método de Dunnett
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Figura 54. Plantas las lineas de T-DNA de Brachypodium sometidas a estrés por inundacion.
Las plantas se inundaron a los 14 d después de la germinacién por el tiempo indicado. Las fotografias se tomaron a los
31 d después de la germinacion.
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Figura 55. Plantas las lineas de T-DNA de Brachypodium sometidas a estrés por inundacion.
Las plantas corresponden al segundo ensayo de estrés; 26 dias de edad después de la germinacion.
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El analisis visual de estas mutantes no permiti6 observar otros cambios en la morfologia de
las plantas con respecto al control. Esto se puede deber a que los FTs estan estructurado en familias
y que, al ser afectado un gen, otro miembro puede sustituir la funcion o hacer que sea menos severo
el efecto que en la planta. Tal es el caso de la familia ERF-VII que esta clasificada en dos grupos,
los genes constitutivos y los inducibles; los constitutivos deben estar presentes debido a que la
planta debe estar alerta ante cualquier baja de oxigeno y poder activar a los genes inducibles
(Licausi et al., 2011). Cuando esta familia se ha mutagenizado, se han podido ver efectos en
mutantes simples, por ejemplo, la pérdida de funcion de los ERFs-VII inducibles HRE1 y HRE2
tiene un efecto ligeramente detectable pero que se hace estadisticamente significativo hasta que se
obtiene la doble mutante (Licausi et al., 2010).

Los miembros de la familia WRKY pueden estar involucrados en la inmunidad innata al
ataque de patdgenos después de haber sido sometidas a inundacién (Hsu et al., 2013), por lo que
en un futuro podrian ser evaluadas estas lineas frente al ataque de patdgenos y notar cambios mas
notorios o alguna afectacién por la ausencia de estos genes. También seria recomendable realizar

experimentos con dobles o triples mutantes.

7.10 Mutageénesis con EMS en Arabidopsis.

Como una alternativa paralela de generacion de diversidad para elucidar la funcion de FTs
de interés en la inundacion, se realizo la mutagénesis quimica inducida con EMS sobre el genotipo
sobreexpresante de SUB1A-1 y poder encontrar mutantes que supriman su fenotipo de floracién
tardia y hojas deformadas (Figura 56).

Se utilizaron semillas de la planta transgénica L5 (35S: FLAG-SUB1A1-1; Pefia-Castro et

al., 2011) las cuales se mutagenizaron con 0.2 % de EMS (Weigel y Glazebrook, 2006) y

posteriormente se mantuvieron en condiciones de crecimiento controlado.
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Figura 56. Resultados posibles de mutagénesis sobre el genotipo 35S: FLAG-SUB1A1-1.
a) La mutacion puede ocurrir dentro de la secuencia de SUB1-A, b) Puede estar en un factor que active a SUB1-A o
¢) en un gen regulado por SUB1-A.

Se seleccionaron un total de 16 plantas que presentaron una floracién temprana similar al
control Col-0 (alrededor de los 22 dias), y se realizd la clasificacion de acuerdo a su fenotipo como
plantas tipo A parecidas a Col-0 y tipo B cuyo fenotipo era méas similar a la linea transgénica L5,
pero aun diferente (Figura 57).

Para verificar que se trataba de plantas L5 mutagenizadas y evitar una contaminacion con
Col-0 debido al alto nimero de semillas que se sembraron, se realizé la extraccion de gDNA de las
plantas seleccionadas, seis del tipo A y diez del tipo B, asi como de los controles Col-0 y L5 sin
mutagenizar.

Posteriormente se realiz6 una PCR de la amplificacion del gen SUB1A-1 y se utilizaron
oligonucleotidos especificos de SUB1A-1. En las muestras evaluadas de tipo A no se pudo
amplificar el transgen SUB1A por lo que se consideraron contaminaciones silvestres. Para el caso
de las muestras tipo B, s6lo ocho presentaron la amplificacion esperada de 896 pb que corresponde
al transgen SUB1A (Figura 58). Por otra parte, las muestras A-1 a A-6 parece ser contaminacion

de Col-0 ya que no presentaron el producto de amplificacion esperado.
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Figura 57. Comparacion de fenotipos de plantas que presentacién una floracién adelantada.
La letra A corresponde al fenotipo similar a Col-0 y B al fenotipo similar a L5.
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Figura 58. PCR de seleccién de mutantes por EMS de Arabidopsis L5.
Se utilizaron como control positivo (+) L5 y dos controles negativos (-) Col-0 y H2O. En el gel se puede observar la
banda correspondiente a 896 pb. Las letras indican A) Fenotipo similar a Col-0 y B) parecido a L5.

Las plantas clasificadas como B que tuvieron amplificacion del transgen, se llevaron a madurez
y se sembrd su progenie para poder analizar si existia segregacion del fenotipo de floracién
temprana. No se detectd una floracién diferente a los testigos transgénicos que se crecieron juntos.
Por lo que se concluyd que el fenotipo de floracion temprana se debi6 a algin efecto ambiental
local que hizo que esas plantas en particular florecieran antes que el resto de las plantas
transgénicas. De tal manera, de la mutagénesis con EMS no se pudieron obtener mutantes que
alteraran el fenotipo ocasionado por el transgen SUB1A. Lo anterior se pudo deber a que se
requeriria una poblacion mutagenizada mayor o a que SUB1A ejerce su efecto sobre maltiples
genes con pequefios efectos. Respecto a esto ultimo, Pefia-Castro et al. (2011) reportaron que el
transcriptoma de Arabidopsis se modifica en la expresion modificada de 182 y 92 transcritos,

positiva y negativamente, respectivamente, cuando se comparo con el ecotipo silvestre.
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8. Conclusiones

Con la base de datos de T-DNA y GEO GSE7422 de 48 h de Brachypodium bajo estrés por
inundacion se encontraron 28 genes que poseen al menos una linea de T-DNA de Brachypodium
en la coleccion JGI-DOE. Sin embargo, sélo 10 lineas de 8 genes se encontraron disponibles de las
cuales, dos tuvieron plantas hemicigotas (WRKY: Bradi2g16150 y ERF-VII: Bradi2g27920),
cuatro homocigotas (WRKY: Bradi2g22440, Bradi2g54720 y ERFs: Bradilgl7961,
Bradi5g08380) y dos sélo WT (MYB: Bradi1g20540 y DNAJ: Bradi2g55797).

Con los analisis filogenéticos se identificd que la familia con mas genes activos durante 48
h de estrés por inundacién es la ERF (13) seguida de la WRKY (12) y DNAJ (6) mientras que las
familias con menos miembros activos son la DREB (3) y bZIP (3). También se identific en la
literatura que estos FTs se encuentran activos bajo otros estreses por lo que se puede concluir que,
en la inundacion, la planta no sélo se encuentra limitada de oxigeno, sino que hay otras fuentes de
estrés como pueden ser sustancias del suelo que se vuelven solubles en el agua (sales y metales),
patdgenos que pueden accesar mas facilmente a la planta, o que afectan su desarrollo y el consumo
de energia.

La inclusion de Bd21-3, el fondo silvestre de la coleccién JGI-DOE, en ensayos de
inundacion permitio identificarlo como tolerante a la inundacion, e incluso superior a los ecotipos
previamente detectados en el grupo de investigacion (Bd2-3 y Tek10).

Cuando las lineas de T-DNA homocigotas se sometieron a ensayos de inundacion, se
detectd una baja de la estabilidad de la tolerancia con respecto a la planta silvestre, que aunque no
fue estadisticamente diferente en cuanto a supervivencia, si causo el efecto de acamamiento en
Brachypodium lo que indica que los FTs Bradi2g54720 (JJ20483-T3W-5, BAdWRKY57),
Bradi2g22440 (JJ19596-T96W-7, BAWRKY46) y Bradilg17961(J28379-T9E-3 y JJ22103-T3E-
1, ERFs-VII) estan involucrados en el mantenimiento de la respuesta quiescente y en evitar el
ablandamiento de la pared celular del tallo caracteristica de la respuesta de elongacion.

A partir de mutagénesis de Arabidopsis de la linea transgénica OxSUBL1A-L5 no se
pudieron obtener mutantes que alteraran al fenotipo que ocasiona la sobreexpresion del FT tipo
ERFs-VII SUB1A-1.
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9. Perspectivas y recomendaciones

Debido a que no se pudo observar un fenotipo con incidencia estadistica en la supervivencia
con las lineas de T-DNA, se podrian buscar estrategias de mutagénesis (ej. CRISPR-Cas9) que
permitan obtener mutantes de los miembros de estas familias mas activos en inundacion que aqui
se reportan, y buscar mutantes multiples para incrementar la certeza estadistica de la disminucion
de la fortaleza que causo su ausencia en mutantes individuales.

Se propone realizar experimentos de estrés mas especificos para cada familia de genes, por
ejemplo, en el caso de la familia WRKY seria someterlos a estrés por patdgenos y observar si existe
la inmunidad innata a una serie de patégenos comunes.

La limitacion de no poder encontrar mutantes en familias de interés, como los FTs bZIP para
los que se pudo realizar un andlisis bioinforméatico completo en esta tesis, se puede abordar con
edicion génica y transformacion con transgenes libres de los uUORFs de control por sacarosa, y que
pueden ser Utiles para la acumulacion de carbono no convencional en plantas.

Debido a la importancia que demostraron los FTs WRKYs y ERFs en el mantenimiento del
fenotipo erguido en Brachypodium después de la inundacion, se propone explorar con estrategias
de secuenciacion combinada con inmunoprecipitacién de cromatina los conjuntos de genes que

controlan bajo un modelo "hit and run™.
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Anexos

Anexo A. Familias de Fts
RAV

La familia RAV contiene dos dominios de union al DNA, el dominio AP2 en la region del N-
terminal y en la region del C-terminal posee una region B3 (VP1/ABI3) que reconoce la secuencia
CACCTG (PF00847; Yamasaki et al., 2004; Nakano et al., 2006). A partir de ensayos utilizando la
proteina de fusion recombinante glutation S-transferasa se identifico que RAV1 se une especificamente
a secuencias de reconocimiento bipartitas compuestas por dos motivos no relacionados, CAACA y
CACCTG, que se encuentran separados en dos orientaciones diferentes (Kagaya et al., 1999; Yamasaki
et al., 2004). Con el anélisis de la expresion en Arabidopsi
s se encontré que RAV1 se induce rapidamente de manera paralela a CBF2 en respuesta a bajas
temperaturas (Fowler y Thomashow, 2002). También se ha reportado que la transcripcion de RAV1 puede
ser estimulada por heridas, el tacto, la sequia, el estrés salino y por patdgenos (Kagaya y Hattori, 2009;
Sonh et al., 2006).

Familia NAC

La familia NAC deriva su nombre de los tres factores de transcripcion: NAM, ATAF1-2 y CUC
(Nuruzzaman et al., 2010; Wang y Dane, 2013); se caracterizan por tener un dominio N-terminal
altamente conservado de unién a DNA y una region C-terminal variable que tiene la funcion de
activacién y represion de la transcripcién (Hu et al., 2006). Estan involucrados en los procesos de
desarrollo, formacién de érganos florales, el control hormonal, defensa al ataque de patdgenos y en
respuesta a las heridas. En Arabidopsis, NAC controla la divisién celular ademéas de que se induce por
auxinas para la formacion de raices laterales (Xie et al., 2000). En arroz, la sobreexpresion del gen
STRESS-RESPONSIVE NAC1 (SNAC1) aument6 la produccion de semilla en 24% méas comparada con
el control (Hu et al., 2006). Recientemente, Hong et al. (2016) reportaron en plantas transformadas de
arroz con el factor de transcripcion NAC, ONACO022, un aumento en la tolerancia a la salinidad, al acido

abscisico y al frio.

Familia ZF (Dedos de Zinc)
El termino ZINC FINGER (ZF) se refiere a un dominio en el que un ion de zinc esta rodeado por
cisteinas (Cys) y/o histidinas (His); su estructura tridimensional estd constituida por dos laminas -

antiparalelas y un a-hélice, la familia ZF se divide en diferentes tipos dependiendo del numero y la
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ubicacion de los aminoécidos Cys (C) e His (H): C2H2, C2HC, C2HC5, C2C2, CCCH, C3HC4, C4,
C4HC3, C6 y C8 (Takatsuji, 1999; Wang et al., 2008). Los dominios ZF poseen dos caracteristicas
principales, se separan mediante espaciadores largos que varian en longitud y secuencia, ademas de
contener la secuencia conservada QALGGH dentro de las hélices de los ZF (Liu et al., 2015). Estan
involucrados en el crecimiento y desarrollo de la planta, en respuesta a estrés ambiental y por
fitohormonas (Li et al., 2013). En Arabidopsis, se observo mediante analisis de expresion que los genes
AZF2 y STZ del tipo ZF C2H2 se inducen en condiciones de sequia, frio, alta salinidad y por acido

abscisico (Sakamoto et al., 2004).

ZF-DOF

Los factores de transcripcion DNA BINDING WITH ONE FINGER (DOF) se encuentran
involucrados en una variedad de procesos bioldgicos como la fotosintesis, el crecimiento y la respuesta
al estrés (Moreno-Risueno et al., 2007). Se caracterizan por contener un dominio conservado de 50-52
aminoacidos estructurado como un ZF C2C2 que reconocen la secuencia (T/A) AAAG (Plesch et al.,
2001). Este dominio es bifuncional ya que media la unién DNA-proteina y la unién proteina-proteina
(Guo y Qiu, 2013).

La primera proteina DOF se encontr6 en el maiz como una proteina de union a DNA
(YYanagisawa, 2002) y se han identificado tanto en plantas monocotiledéneas como en dicotiledoneas.
Mediante un analisis bioinformatico en el arroz, se identificaron 30 genes DOF vy se realizé un andlisis

filogenético en el que se clasificaron en cuatro grupos (Lijavetzky et al., 2003).

Familia HSFs

Son importantes contra el estrés por el dafio causado por las altas temperaturas y en otros
procesos biolégicos de las plantas; reconocen dominios de unién palindromos AGAAnnTTCT llamados
Heat Stress Elements (HSEs, elementos de estrés por calor). Contienen un dominio de unién al DNA en
la region del N-terminal que se caracteriza por un motivo hélice-giro-hélice central (HTH), un dominio
adyacente con una repeticion hepta hidréfobo (HR-A/B) implicado en la oligomerizacién, un motivo
corto de localizacion nuclear (NLS) y de exportacion nuclear (NES) ademas de una region C-terminal
de activacion (HAH; Nover et al., 2001; Mittal et al., 2009; Scharf et al., 2012). En Capsicum annuum
L se identificaron 25 miembros de HSFs mediante analisis bioinformético y expresion por qPCR en
diferentes etapas de su desarrollo; se observo que se encontraban expresados de manera constitutiva a
niveles relativamente altos durante todas las etapas del desarrollo bajo condiciones normales (Guo et al.,
2015).
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Familia ARF

Los ARFs son factores de transcripcion que se unen a elementos TGTCTC de respuesta a la
hormona vegetal auxina (AuxRE). Los ARFs se transcriben en una gran variedad de 6rganos y tejidos y
estan implicados en varias etapas del desarrollo de la planta. En Arabidopsis y arroz se clasifican a los
ARFs en tres grupos. Todos tienen un dominio de unién al DNA en la region del N-terminal, una region
media que funciona como un dominio activador o represor de la transcripcién y un dominio de
interaccién proteina-proteina en la region del C-terminal de dimerizacién (CTD; Tiwari et al., 2003;
Guilfoyle y Hagen, 2007; Wang et al., 2007). Okushima et al. (2005) identificaron lineas de insercion
de T-DNA de la familia ARF en Arabidopsis, encontraron que la mayoria de las lineas mutantes no
presentaron un fenotipo; generaron mutantes dobles ARF19 y ARF7 donde observaron que habia

afectacion en la formacion de raices laterales.

Anexo B. Secuencias proteicas de la familia DNAJ de Arabidopsis

>At3g44110 tipo |

MFGRGPSKKSDNTKFYEILGVPKSASPEDLKKAYKKAATKNHPDKGGDPEKFKELAQAYEVLSDPEKRE
IYDQYGEDALKEGMGGGGGGHDPFDIFSSFFGGGPFGGNTSRQRRORRGEDVVHPLKVSLEDVYLGTMK
KLSLSRNALCSKCNGKGSKSGASLKCGGCQGSGMKVSIRQLGPGMIQQOMOHACNECKGTGET INDRDRC
PQCKGDKVIPEKKVLEVNVEKGMQHSQKITFEGQADEAPDTVTGDIVEFVLQQKEHPKFKRKGEDLEFVEH
TLSLTEALCGFQFVLTHLDGRSLLIKSNPGEVVKPDSYKAISDEGMPIYQRPFMKGKLYIHFTVEFPDS
LSPDQTKALEAVLPKPSTAQLSDMEIDECEETTLHDVNIEDEMRRKAQAQREAYDDDDEDDDHPGGAQR

VQOCAQQ

>At5¢25530 tipo 11
MGLDYYDILKVNRNATEDDLKKSYRKLAMKWHPDKNPNTKTEAEAKFKQISEAYEAKYEVMEFQVLSDPQ
KRAVYDQYGEEGLSDMPPPGSTGNNGRAGGENPRNAEDIFAEFFGSSPFGFGSAGGPGRSMRFQSDGGG
GMFGGFGGGNNGSENNIFRTYSEGTPAPKKPPPVESKLPCSLEELYSGSTRKMKISRSIVDANGRQAQE
TEILTIVVKPGWKKGTKIKEFPDKGNEQVNQLPADLVEVIDEKPHDLFTRDGNDLITSRRVTLAEAIGGT
TVNINTLDGRNLPVGVAEIVSPGYEFVVPGEGMPIAKEPRNKGDLKIKFDVQFPARLTTEQKSALKRVL
AG

>At5g06110 tipo 111
MQSWGINSAIKLLTYSSELKDGQALYASSNCHPVKALNRE PAGHAFHSAALKLRGCAKEATSKNEDTDK

KVPKEKDGEYIPSYDSHNIKGKKKSGKLOQHDHYALLGLGNLRYLATDDQIRKSYRDAALKHHPDKLATL
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LLLEETEEAKQAKKDEIESHFKLIQEAYEVLMDSTKRRIFDSTDEEFDDKVPTDCAPQDFEFKVEGPAEFKR
NARWSNSPLPDLGDENTPLKEVDREFYSTWYTFKSWREFPEEEEHDIEQAESREEKRWMERENARKTQKA
RKEEYARIRTLVDNAYKKDIRIQKRKDDEKAKKLOKKEAKVMAKRQQEEAAAAATEEEKRRKEEEAKRA
AEAAQLHKRAKEREKKLLRKERSRLRVLSAPVLSQRLLGISDEHVEDLCMSLNTEQLRKLCDKMENKEG
MALAKVIKNGSNIDDDKIEIEEEEVQVAVKONGHIEANGHVEANGHVEAKVDTATHEKKEKPWSKEEID
MLRKGTTKFPKGTSQRWEVISEYIGTGRSVEEILKATKTVLLOKPDSAKAFDSFLENRKPAASINSPLS
TREELGEPIIPTKAHEDNNSTKTETAEQNGKTKENNNSNGNSEPAAASGSDPDGWSAVQERALVQOALKT
FPKETNQRWERVATAVPGKTMNQCKKKEFADLKDVIRTKKPTA

>At5g11500 tipo IV
MVFYFKARPDAGDYTIFMGLDKFENEELIKYGFTEDVWFHVDKMSSAHVYLRLHRGQSFDDISEGVLED
CAQLVKANSIQGNKVNNVDVVYTPWSNLKKTASMDVGQVGFHNSKMVRTIRVEKRVNE IVNRLNKTKVE
RTPDLRAEREAVNAAERAERKQHLREKKKREEIDRLEKERQSEMRSYKGLMVTDKMTSNKDIASSNKSL
QELEDDEM
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Anexo C. Secuencias de los UORFs de la familia bZIP

Letras en color azul indican la zona de los UORFs
Letras en color rojo codon de inicio principal

Arabidopsis
Consensos . o
Gen Secuencia de aminoacidos
UORF ATG opt.
AtbZIP11 TTTGAGACACATGTC | GTGTTACTAAATGGA | MSPIILSEIFLSGFMLNSTIRRRTHLVQ
(AT4G34590) TCCAATAA ATCGTCGT SFSVVFLYWLYYV
AtbZIP44 TCAAACATTCATGTC | GTGTTTTAATATGAA MSPVISEILRSGLTI
(AT1G75390) TCCGGTGA TAATAAAA DSSLRRRHLVQSFSVVFLYWFYVFES
ATBZIP53 GAATGAATCTATGAG | TCAACGAGAAATGGG
(AT3G6242) CTACTCAA GTCGTTGO MSYSILFRRIRILHSFSVVYLYYTYVFS
AtbZIP1 GAGTTATGAAATGAT | ACAAAAAAACATGGC
(AT5G49450) AAATCTCA AAACGCAG MINLNOFLVYHSISVVILHWEYVIS
AtbZIP2 TCGGAAACTGATGAC | TTAAAAATCAATGGC | MTPVLCEILLSGLTVKSALCRRTHLVQS
(AT2G18160) TCCCGTTC GTCATCTA FSVVFLYWFYNVS
AtbZIP2 TCGGAAACTGATGAC | TTAAAAATCAATGGC | MTPVLCEILLSGLTVKSALCRRTHLVQS
(AT2G18160) TCCCGTTC GTCATCTA FSVVFLYWFYNVS
Brachypodium distachyon
. CACACAAGAGATGAG | TTCCGTCCATATGCA
Bradi3g06670 CAGTCTCC ACGCCAGE MSSLRSFRLEAALLCFPSDL
. CCGTCCTCCGATGAA | AAATCCGACCATGTC
Bradi2g38380 COTGCCCE GCGCCGGA MKLRVRCRSHSFSVAFLYWFYDFS
. TCTGAGCTTTATGAA | GGCTTGGGAAATGTC
Bradi4g04720 GATCGCCA GTCGTCGT MKIATHLRRSCFLQSFSVVFLYYFYVIS
Bradi3a22040 AATTTGGTAGATGTT | TAGCTAAAAGATGAG | MLPTLSEVNLSEFMISSTLRRGSHLVLS
radisg ACCAACCC CCTGTCAG FSVVFLYWFYVFES
Bradi4a27720 GTTTGTGTAGATGTT | GAAGGCGATCATGTC | MLLLVLWEHFLSGFMVGSAITRLVQSFS
adiag GTTGCTGG AAGTGGGA VVFLYWFYVFSVSSL
Bradi3a02980 AGCGGAAGCCATGTC | TCCTTTCCTCATGGC | MSPVISEILLSGFMINSTLRRRTHLVQS
g GCCGGTGA GTCTTCCA FSVVFLYWFYVFES

Anexo D. Secuencias utilizadas para el disefio de oligonucleétidos

En letras negritas se indica la zona donde se disefiaron los oligonucledtidos para PCR y en rojo
para RT-PCR. Cadigo de colores:

5UTR 3J'UTR EXON

>Bradilgl7961
ACAACACCCACCTTTCGGCCTCGTTTACTATCAGCACCGCAGCAAGATTGCATAGATCTTTTCTCAAAAAAGAGA

AAAGAAAGATTGCATAGATTATTACCAGCAATGTGTGGCGGTGCGATCATCCCCGACTGCATCCCGGAGCACGAC
CACCACCGCACAGCCGACTTCTGGCCGCTCGCCTCGGACGCCGGGCACGAGCTCTACCCGGCTGGCCTGAGCCTG
ACCGGCGCGTGCAAGTTCCCACACTACCAAGGTACGTGCTAGTAGTATGCCATCTTTCCTCACACGCTAATTAGT
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TGTAATTCGTATCGACCTTCTGCCTGTACCGGGAACACGGATGAGAGCTTGGGTTTCTTCCGCAGAGCCCGCGGA
GCCGAGCAGGAGGCGGGAGGGCAGTAACAACAAGCGGGAGAGGAAGACGGCGTACCGCGGCATCCGGLCGLLGGLC
GTGGGGGAAATGGGCGGCGGAGATCCGGGACCCCGGCAAGGGLGC

T-DNA JJ22103
GCGGGTGTGGCTCGGCACCTTCGCCGACGCCGAGGCTGCCGCAAGGGCCTATGACCGCGCCGCGCGCCGTATCCG
GGGGGCCAAGGCCAAGGTCAACTTCCCCAACGAGGACCCGCCCCCCGGCGACGAGGTCCCCGTCCACCGCGGCAC
GGCGATGGCACCCTTGCCCTGGTACTACGACGACGGTGACGGTGTGTCGGGCCTCTGCCGCCATCCATATGACGT
CGCCGGCAACGACGTCGTCACGGCGGATGAGGGGCCGGCGGCGGCGGCTGCCTACGTGCACCACCAGATGCCGCC
ACAGCATCAGCAGCAACAGGAGGCTGGGTTGGAGCTCTGGAGCTTCGATGACAACATCAACATGGCCGTGTCTAT
GTAATTAGTGGTGAAATGATCGACTTGAAGATGTCCTTTCCATATGGTTTGGTTTTTGTAAGACCCTCGAAGTTC
TTTTTTCGAAGATGAATACCCAATAAATAAATTTGTAGTGCTTCACGGTTGC

>Bradilgl7961
ACAACACCCACCTTTCGGCCTCGTTTACTATCAGCACCGCAGCAAGATTGCATAGATCTTTTCTCAAAAAAGAGA
AAAGAAAGATTGCATAGATTATTACCAGCAATGTGTGGCGGTGCGATCATCCCCGACTGCATCCCGGAGCACGAC
CACCACCGCACAGCCGACTTCTGGCCGCTCGCCTCGGACGCCGGGCACGAGCTCTACCCGGCTGGCCTGAGCCTG
ACCGGCGCGTGCAAGTTCCCACACTACCARGGTACGTGCTAGTAGTATGCCATCTTTCCTCACACGCTAATTAGT
TGTAATTCGTATCGACCTTCTGCCTGTACCGGGAACACGGATGAGAGCTTGGGTTTCTTCCGCAGAGCCCGCGGA
GCCGAGCAGGAGGCGGGAGGGCAGTAACAACAAGCGGGAGAGGAAGACGGCGTACCGCGGCATCCGGCGLCCGGLL
GTGGGGGAAATGGGCGGCGGAGATCCGGGACCCCGGCARGGGCGCGCGGGTGTGGCTCGGCACCTTCGCCGACGC
C

T-DNA JJ28379
GAGGCTGCCGCAAGGGCCTATGACCGCGCCGCGCGCCGTATCCGGGGGGCCAAGGCCAAGGTCAACTTCCCCAAC
GAGGACCCGCCCCCCGGCGACGAGGTCCCCGTCCACCGCGGCACGGCGATGGCACCCTTGCCCTGGTACTACGAC
GACGGTGACGGTGTGTCGGGCCTCTGCCGCCATCCATATGACGTCGCCGGCAACGACGTCGTCACGGCGGATGAG
GGGCCGGCGGCGGCGGCTGCCTACGTGCACCACCAGATGCCGCCACAGCATCAGCAGCAACAGGAGGCTGGGTTG
GAGCTCTGGAGCTTCGATGACAACATCAACATGGCCGTGTCTATGTAATTAGTGGTGAAATGATCGACTTGAAGA
TGTCCTTTCCATATGGTTTGGTTTTTGTAAGACCCTCGAAGTTCTTTTTTCGAAGATGAATACCCAATAAATAAA
TTTGTAGTGCTTCACGGTTGC

>Bradi2g27920
TAAGACAATTTAAGTAGGGGTATTACTTACAAATTTTGCCATTTTCTTCTCATCGTTCGTTGGTACATTGTCCGA
TAGTCAGAAAAGGCAGCATTTTCACTTCATCTATTTTCACGAATGGCAAAATTATGTGTTCTTTGTTCACAAGAA
GCGAGCGATTTTCTCCCTTTCATAAACTCTAGTCAGCATGTACGTTCAGATTTCAGATACTCTACCAGAAAAAARA
AATCTCGCTACCCAAAGAAGCCAACATATACTGTTGTTTTGGAGGGAGCATTGGAGTTTGGCCCTTCGCCGTGCA
AACCGTGTGCTAGTTCATTGTTTCGAACCCACGGTTTTCCGTCAAACCGACGGCAGAAACAGGCGGAATTCTGTT
GGCGCGATCTTGCTTTTCCCGGTCCTTTCTTGGAATCGCGCGCTGACCTGTTGAACGCGTGTCCCCAACATGGAG
ACCCGACTTGCGTGTTAAAGCCGAGGCTTGCGGCGCGCAACAGGTGTGCT
T-DNA JJ13579

CTCGTCTTCTTTCTACTCAAGGTACGGGGTGCACGGCTCCGCACCCCTACCGGCCTCTTTGTCCAACGCTGCGCC
CTCTCAATCGCTTTCCACAGCTTTCTCCAGTATCATCACGGTATCAGTCTATATGTCAGCCCGCAGCATTGTACA
GTACAGTACCACGGACATCGACTAGTCATACCCCAGTACTTGTGCCACTGTGCTCCTCTGCACGCTCCACTCCTC
TCTTTAGTCAGTTCTTCAAGCTCGTGTTATATATATAAAGGAGCAAAGTGGGTGTTCTAAAACGAAGCAAATAAC
TAGCAATTGCTTTAGCCTCCTGTATCTCGCGTTAGTTGTCAAAGCGAATAAGTTGAGAAACGACACAATGTGCGG
AGGAGCGGTCATCGCCGGCTTCGTCCCCGAGGGATCCTCCTCATCGAGCCTCACCGGTARATACTACACTAGCCA
CTTAGCCAGGCCGACTTGATGCGGCGATTCCATTTTATATAATCAACTTGTCAGTACAAACTTGCAGGCCTCAGT
ACTTAATGCTAGTCCTATCTCATATATATGCAACTTGTCTGGTCTTATTTTCTGCAGATGATTCTCTTATCARAT
CTATAAGCATGGTTACAGTGGACCGATGGCAGTTAATATGTGCTGCTGGTTTATGTGTCAGGGGAGGAGTTGACA

123



ACGGAGAAGCCGCCGGCGCCTGGGCGGAAGACGGCGTACCGCGGGATCCGGCGCCGGCCATGGGGCCGCTGGGCA
GCGGAGATCCGCGACCCGAGGAAGGGGACGCGCGTCTGGCTGGGCACCTACGCCACCGCCGAGGAGGCCGCGLCTA
GCCTACGACGTGGCGGCGCGCGACATCCGCGGGGCCAAGGCCAAGCTCAACTTCCCTCCGGCGGTCGACCACGCG
GCCGTGGAGGAGGCAAAGAAGCGCAGGACGAAGGCCGCGGCCGTGGAGAGCTCGTGCTCTTCGTCTCCCCTTCCG
GCAACGTCTACGGGCGGCGGCGGCGGCGGAGCTGAAAGGCTTCGGGAGTGCATGTCCGGGCTGGAGGCGTTCCTG
GAGCTGGAGAACCCCGCTGGAGTCGGCGAAGATGTCGACCTCATGTTCGAGTAGACTGTAGACGCTTCCATTGGA
CCGGTAGTCTCTGGAATTTCCGTAGTCTCTTGTAGCCTTGACTGTCGCGGAGTCTCAAGTCTGCAGTTCAGCCCC
TGGTGCTGTCACTGCTAGCGTGAGGCTGGCTAAATAAACAGATTCAGGACCCTCTGATCCAAAATAAATGGATAA
ACAGATTCAGGGATGTCTACAAATAGACTGTCTGTAGATTGTATTACTGTCCTCTGATCCAAGTGTCGGGACTGA
ATTTTCTTTTAAAATAAAATATATAAAAATAATTTTGCCTGTAATCTTGATTTTAGGGTTTTATATTTAATAAAA
TAATATTTTTCAACTTCAAA

>Bradi2g55797
TTGATCATCTCATCATGATCACGCACGTCAAGACAAAACCAGACGTTCTCATCCGAAACCAAAAGGAGGAARATC
CAGCGGAAGCAAATCCGTTCCCGGCTTCCTATATTCCCTGCACGGCACTCGGCCGACCTCTGTTTCCTTTTACCG
CCGTGGGTTCCGGCTCCAGCACACACGCGTCGGTGCGCCGCCCGCGCCGATGCTCCCCGCCCGAGTGCGCCTGCA
CGCCCAAAACGTGTGCCCGCTGCCGAATAAAACGCCCCCACGGGATTCCAGATTCCGGTTCCATCGCCCAGAGTC
CCGAGCACACGGGTGAACCCCACGCCCCACACCAATATATACAAATCCGATTTCCCACGAGGAGCAACGAAACCA
CCGAGCCAAAGCGACACACGGCGCCGCCCGCCCAACCATCCGTCCCGTCCACCACGGGCACACGCAAACGCAAGC
GCCCTTTTCTTTTTCCAGCCGATTGACGCGGCGCGCACTTGGCACACACCGAGATCGTTTTCCGTGGC

T-DNA JJ2207
CATGGATTCTTCCTACTACTGCTCCAACTACCAGGCAGCGGCAGCGGCGGCCGCGCCGTGGAGTCGGCCGTGGAG
CAAGGCGGAGGACAAGGCGTTCGAGAACGCGCTGGTGCTGTGCCCGGAGCACGCGCCCGGCCGCTGGGAGCGLGT
CGCGGCGCACGTCCCCGGCCGCAGCCCCCGGGAGGCCTGGGAGCACTACCAGGCGCTCGTCGCCGACGTCGACCT
CATCGAGCGCGGCGCCGTCGACGTCCCCGCTTGCTGGAACCACGACGAAGACGGCGACGACGACGGCACGGCGGL
CCGCCGCGCCGGCAAGGCCCGCGGCGAGGAGCGCCGCCGCGGCATACCCTGGTCCGAGGAAGAACACAAGTACGG
AATAAAACGACTCAAATCCTCTCTGTCTCTCTCCCTTTCTGTTCCTCGCTGTTCGTGGAGGTTCGAGATTCTTCC
GCATTGGTTTGTTCAGCGGAGAAGCCAACTAACCAACTAGTCTACAATGTCCTCCCAGCTGGCCCGTGGGCCCTC
CCTGCCAGAGACCCAACCGCAGCCGCCTTTTCCCTCCARATTGACTCTTCTTTGTTGTTGCCGATCGCGTGCTTG
CGCAGGCTGTTTCTCGACGGGCTGGAGAAGTACGGGCGAGGCGACTGGAGGAACATCTCGAGGTTCGCGGTGAGG
ACCCGGACGCCGACGCAGGTGGCCAGCCACGCGCAGAAGTACTTCATCCGCCAGGCCARCGCCGCCACGCGCGAC
TCCAAGCGCAAGAGCATCCACGACATCACAACCCCTTGACCGGCAAGCGCTGGCGGGATCATCGGCGACGGCGAC
CGACAGCTACTCCCCTTCTTTAATCGCCACTACTCGATCTAGTGCCACTATGCTTCTTATCTTAGTTAACCAACG
ACGTGTACATTCTATATCCTAGTAGTACTACTGTCTTAGTTAGCTCAAGACCTCTGCTCTAGATTTTCGTAGCGT
TTATTAGGGTGGAAGGAACTAATGGAGATCGACGTGGTTAAAACAAAAAGATGGTGTCTAGGTTAGGTTGATGCA
GATGTCACGGTTTTACTACGGCTTAGTCATGATTTTGTAAACCTGCTGTCGAAGCTGTACTGGATAATCTTGTAC
GGCGATGTGTCCCAAGTGATGAAAGGCATGTGTTGGAGAGACATGTTGCGAGCTGCTCCCGTTCTGCGACACGTG
TTTGGACTTTTCGGGCGACTCCGTGTGACAGTGTGAGAGATGGCAGGTTCCAGTGGCGCGTGTTTAACAGGTGTG
CGGCACTTGTCAGTGTCCGATCTCAGGACTCCTCTTCTGTC

>Bradi2g55797
TTGATCATCTCATCATGATCACGCACGTCAAGACAAAACCAGACGTTCTCATCCGAAACCAAAAGGAGGAAAATC
CAGCGGAAGCAARATCCGTTCCCGGCTTCCTATATTCCCTGCACGGCACTCGGCCGACCTCTGTTTCCTTTTACCG
CCGTGGGTTCCGGCTCCAGCACACACGCGTCGGTGCGCCGCCCGCGCCGATGCTCCCCGCCCGAGTGCGCCTGCA
CGCCCAAAACGTGTGCCCGCTGCCGAATAAAACGCCCCCACGGGATTCCAGATTCCGGTTCCATCGCCCAGAGTC
CCGAGCACACGGGTGAACCCCACGCCCCACACCAATATATACAAATCCGATTTCCCACGAGGAGCAACGARAACCA
CCGAGCCAAAGCGACACACGGCGCCGCCCGCCCAACCATCCGTCCCGTCCACCACGGGCACACGCAAACGCAAGC
GCCCTTTTCTTTTTCCAGCCGATTGACGCGGCGCGCACTTGGCACACACCGAGATCGTTTTCCGTGGCC
T-DNA JJ2214
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ATGGATTCTTCCTACTACTGCTCCAACTACCAGGCAGCGGCAGCGGCGGCCGCGCCGTGGAGTCGGCCGTGGAGC
AAGGCGGAGGACAAGGCGTTCGAGAACGCGCTGGTGCTGTGCCCGGAGCACGCGCCCGGCCGCTGGGAGCGCGTC
GCGGCGCACGTCCCCGGCCGCAGCCCCCGGGAGGCCTGGGAGCACTACCAGGCGCTCGTCGCCGACGTCGACCTC
ATCGAGCGCGGCGCCGTCGACGTCCCCGCTTGCTGGAACCACGACGAAGACGGCGACGACGACGGCALCGGLGGLL
CGCCGCGCCGGCAAGGCCCGCGGCGAGGAGCGCCGCCGCGGCATACCCTGGTCCGAGGAAGAACACAAGTACGGA
ATAAAACGACTCAAATCCTCTCTGTCTCTCTCCCTTTCTGTTCCTCGCTGTTCGTGGAGGTTCGAGATTCTTCCG
CATTGGTTTGTTCAGCGGAGAAGCCAACTAACCAACTAGTCTACAATGTCCTCCCAGCTGGCCCGTGGGCCCTCC
CTGCCAGAGACCCAACCGCAGCCGCCTTTTCCCTCCAAATTGACTCTTCTTTGTTGTTGCCGATCGCGTGCTTGC
GCAGGCTGTTTCTCGACGGGCTGGAGAAGTACGGGCGAGGCGACTGGAGGAACATCTCGAGGTTCGCGGTGAGGA
CCCGGACGCCGACGCAGGTGGCCAGCCACGCGCAGAAGTACTTCATCCGCCAGGCCAACGCCGCCACGCGCGACT
CCAAGCGCAAGAGCATCCACGACATCACAACCCCTTGACCGGCAAGCGCTGGCGGGATCATCGGCGACGGCGACC
GACAGCTACTCCCCTTCTTTAATCGCCACTACTCGATCTAGTGCCACTATGCTTCTTATCTTAGTTAACCAACGA
CGTGTACATTCTATATCCTAGTAGTACTACTGTCTTAGTTAGCTCAAGACCTCTGCTCTAGATTTTCGTAGCGTT
TATTAGGGTGGAAGGAACTAATGGAGATCGACGTGGTTAAAACAAAAAGATGGTGTCTAGGTTAGGTTGATGCAG
ATGTCACGGTTTTACTACGGCTTAGTCATGATTTTGTAAACCTGCTGTCGAAGCTGTACTGGATAATCTTGTACG
GCGATGTGTCCCAAGTGATGAAAGGCATGTGTTGGAGAGACATGTTGCGAGCTGCTCCCGTTCTGCGACACGTGT
TTGGACTTTTCGGGCGACTCCGTGTGACAGTGTGAGAGATGGCAGGTTCCAGTGGCGCGTGTTTAACAGGTGTGC
GGCACTTGTCAGTGTCCGATCTCAGGACTCCTCTTCTGTC

>Bradi2gl6150
CCAGCATGCACTGCTGCCTATTATAATGGCGGTGGACTCCAGATCCGTCGCCACGCGTCCTCCCCCGCCACCTTC
TTATACCACGCCTCCACTCCCATCCATCCATCCATCGATGGAGTCCTCCTCCATCGCCGCCGGCCATCTGTTGAT
TAATTGATTCTTGATTCTTTGAATCTCGTGCGTCCGTCGTCGATGGAGTCGCGGCCGTCGTCGGGCTTCGTCGCG
GGCGTGAAGCGCGGCAGCGTCGGCGAGATGGACTTCTTCGAGACGGAGATGCGCAAGGAGAAGCGCGACAGGAAG
GAGCTTGCCGGCGCCGGGGACGACGACGGTCTCGGCATCAAGAATGGGGACGACCTCACAATCGACGTACGTGAT
ATTGAATTTTTGTCTAATTTTGCATCACATTGCATTGATTTGAGGTGATTTGATCTCATGAGCGAATTGTGGGAT
CGGATTTGGTTGTGTTTGTTGTTGTTGATTGCAGATGGGGCTGCACGTGGGGAGGAGGACGACGGTGAGGAGGAA
CAGCGGCAGCGAGGAGTCCACCGTCGACGACGGCGGCGTCTCCTCCAACGACGAACTTGATCATCATCACTACAT
GGAGGCCARAGCCGAGGTACGTTACGTGAGAAATGAGGAACTCCCTTCGAGATARATCTACATTTTGTGACAAAT
AGTAAGACAGATGGAACCAACACAAACAATGTTGACTTGGTTCTCGTTCATTGTTCGTCTCTGATCTCAGTGCTA
CTTAATTTTCTCCCAATTCACGTTTCACGGTCGTCGTTGCCGTTAGATAATTTTCTTTTAACGATTCAAGACCAC
TTATCTCCTATGTCGTTATTAGATAGGAAAATAAATAAATAAATCAACTTTTGAAAACGTTGGTTAAGGAAATTG
ACACTATCTCATTTACAAATTACAGCTGTTTATTTATCAGTCAACAATCATAGGCGCTCGATTAACATTTTCTCA
TCATTTGTATTTCCATAAAATTTGCACGAACCTCAATAATTGGATGAAACGGTTGTTAGAATCGACTTAAAAATA
GTAGAAATAGCAAAACCACCAGAGAAAAACATGTGACTACACTAATTAATGTCGAGGTTGTCTAGTTGACTAATT
TTTTTTGTAAACCACATTTCTTAGTCTATGCACATCAACATTCAACCATTTCCCGTGATATCCCATCTCAARATT
AAGTCACCCCATTTGACAAACAAATATTACCCTCTTTAARAAACATCTTTTTAGATGATTGGGATTTTTTTTARA
TCGTGCAACCAGAAAACACTACTAGCAAAAGCGAATACTGAATGAAGTCCTATTTTTTCGAGCAGTTGGCAGCGA
CGAAATCGGAGCTTGCGCGGGTGAGAGAGGAGAACAAGCGACTGAAGAGCATGCTGAGCAGCGCCAACAGCAAGT
GCAACTCCCTCCACATGCACCTCACCCACCTCCAGCAGCAGCAGCAGAGG
T-DNA JJ28416

TCCAGCAGCAGCCATGGCGGCCACAGGGTTCACGAGCTACTCGACCCGGACAAGCACCACCACCTGGATCAGCTG
CCGCTGCCGACGACCACGGCCCTTAACATGCCGCGGCAGTTCATCAGCCTCGGCTCCGCGCCCGACGAGCCACCG
CCGCTGCCAGCCAGGGCCAGCAATGGCAGCCTCGACTGTGCGCCGTCGTCCAGCAATCCAGTCGGAGTTGATGGC
ATGGTCATCGGCAGCAAGGCGGCCGATCTCGTGCCCGTGCCGCCGGCTTTCGATTACCACCACCACCACGGCGGC
GGCGGCCATGACAGCAGGGCAGCCGCCGGCGCAGGTGGGAGCAGCGACCCGGAGCAGCAGAGCTGCTGGLCTCCCC
GGCGGCAAGGTCCCCAAATTCCTCCCCCCTGGAATCAAGGGCGTCCCCGAGCCCGCGGCGCCAACGGTGCAGCAG
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CAGCCGCCCGAGGCTGCCGCCGCCGCCACCATGCGCAAGGCCCGCGTCTCAGTCCGTGCTCGCTCCGAAGCCGCC
ATGGTAAATCAAGCAACGCCCTCCTCCTCGTCTTTCCAACAAACCAATCGAATCAAGAAGCTGTGAGATGATGTT
TATTTGATTATGCAGATCAGCGATGGGTGCCAATGGAGGAAGTACGGGCAGAAGATGGCGAAGGGGAACCCGTGC
CCGCGGGCATACTACCGGTGCACGATGGCGGCGGEGGTGCCCGGTGCGGAAGCAGGTGCAGAGGTGCGCCGAAGAC
AGGACGGTGCTCATCACGACGTACGAAGGGAACCACAACCACCCGCTGCCCCCCGCCGCCATGGCTATGGCTACC
ACCACGGCCGCTGCCGCCACCATGCTGCTCTCCGGATCCATGCCCAGCGCCGACGCCGCCGGGGGGATCATGGCA
GGGTCCAACTTCATGGCACGCGCCGTGCTGCCCTGCTCGCCCTCCAGCGTCGCCACCATCTCCGCCTCTGCGCCA
TTCCCCACCGTCACGCTCGACCTCACGGCGCCTCCACCGCTCAAGGAGGCGCTGGCGGAGGCGGCGGCGAGGLCCA
GTGGTGCTGCCACAGCTGTTCGGGCAGAAGCTCTACGATCAGGCAAAGCTCTCCGCCGTACAGGCCGTGGCCGGC
ACCAATGGCAAGGCAACGGTGGATGGCGGCGGCGCGCAGCTCGCTGACACGGTGAGTGCAGCCTCGGCCGTGATC
GCGTCCGACCCACAGTTCACCAGGGTGCTCGCGGCCGCCATCACGTCCTACATCGGCAACAGCAGCGGGAGCACC
GGCACGGCGCAGCCCATGGCGAGCGGAGGCGGTGATAGCTGTAGTAGAGACGACGAGTAG

>Bradi2g22440
CGGATTCCTGCCTTCATATTCTGCCTGCGCGCGCTCCCTAGCCTTCCTCAACTCCGGTGTCCGGTGACCGCAAGC
TGCGCTGGCCAACTCAGGATCCGTCGCGCTCGCCTTCGAGAACCCGTTCCACGGTTCTGCTGGATTTAGAAGCAG
AGGAAGGACCGGGCTGTCCTCGTTGGAGTTCATGGCCATGACGCCGCCGTCCTCCCTCCCGCCGCCGTCGCCGTC
GTCATACTTCAACATGTCCGCCGGCTTCCTCGACTCGCCGGTCCTCCTAACCCCCAGTGTAAGCACAGAGATCCA
TGCATCGCTTATGCGTGCTGCGTTATCATCATCCTCGAAAGTGGAAGCTGACAGAAGTGTGTGTGTTTCAGTTAT
TCCCATCGCCGACGACGGGCGCATTCCCCTCGCAGCCGTTCAACTGGATGGGGACGCAGGAGAACGACAACAGCG
GCCTGCAGGGAAGCGTCAAGCAGGACGACCAGCAGCGCTACTCTGGGTTCACGTTCCAGACGACGGCGCCGATGT
CCGGAACCACGTCGACGGCGCCGGCCTCCTTCCTTCAGTCGTCCATGCCGATGGCTCAACTGGTGAGATTAATTT
ATCTGTTGGATTTATGTGCATGCAAAGCTTAAGAGAACGACGTGTGTGCAAACGAGATAGACCGGGCTACTCTGG
CTTTGATTATAGAGGGCCCACTTACCAGTGGTACCCCCGATAGTTGCAGTTCAACGACGTCTATGCATGCAT
T-DNA JJ19596

TGTTTTTTCTTTCTCTGAGGTCATACTGGCTTGATCGGTACGATTCGTGACTTTGTCTTCACATGCATTTATGCC
AACAACAATCGTACATAAAGCATATCCATATCTCACAAGCCATCTCTTTTTATACATTGTTTGAACGTTTCTCAT
GACACCTTTGATGCTGACCTTAATAATGGCCCAAAAAAGCATGTACCACCGCCATACAAATTAAGCACCATAGTC
AACGCTCCCCAACTCTAAGCCTGAGTCAAAACCATTCGTTTGACCAATCGTACATTTGGATGTCTAAATATGCTA
ACATTATAACTTTGCTATTGTAGGGAGGAGACTCCTATAACAGGGAGCAGCAGCAGCCACAGCAACAACAGCAGC
CATGGAGCTACCAATCAGACACGGTGAGCATGGACGTGACGACGACGAGGCCGGCGGACTTCACCACGCCATTCG
ACTTCGAGGCAGCACCTGACAACATGCTCGGAAACAATGTCGCCAGCGGCGGCTACAGCACAGCGCCTGCGGGCA
CCGGAGTCCGTGCGCAGAGCGGGCGTCGGTCATCGGACGATGGGTACAACTGGCGCAAGTACGGGCAGAAGCAGA
TGAAGGGGAGCGAGAACCCGCGGAGCTACTACAAGTGCTCGGCCCCCGGCTGCCCCACGAAGAAGAAGGTGGAGC
AGGCGCCCGACGGCCACGTCACGGAGATCGTGTACAAGGGCACCCACAACCACCCCAAGCCGCTCCAGAACGLGL
GCCGGGGCTCTAGCTCCGGCTCCGGCGCCTTGTCGTCGTACGCGATGCAAGGAGCAGGAGGAGCTAGCATGAACA
ACGAGGTGCCAGCGGCGGACGCGCTCTCTGGCACGCCCGAGAACTCGTCCGCGTCGTACGGGGACGACGATGCCA
ACGTCAATGGTGGCGAAGAGTTCGAGGTGGACGAGCCGGAGTCCAAGAGATGGAGGGGCGGCGGCGAGGGAGCGA
TGGCGATTTGCGGGAACCGGACGGTGAGGGAGCCGAGGGTTGTGGTGCAGACGATTAGTGACATCGACATCCTGG
ACGACGGCTACCGCTGGCGCAAGTACGGGCAGAAGGTGGTGAAGGGGAACCCCAACCCGAGGAGCTACTATAAGT
GTACCATGGCCGGGTGCCCCGTGCGGAAGCACGTGGAGCGCGCGTCCCAGGACCTCCGCGCCGTCGTCACCACCT
ACGAGGGCAAGCACAACCACGACGTGCCCGCCGCCCGCGGCAGCGCCGCAGCAGCGCGCTACCGTGCCGCCATGC
CGATGCCGATGCCGATGCCGCAGGCCGCGAGCGGATACCTGCAGCAGGGCCATTCGAGCCTTCGTCCCGACGGGT
TTGGCGCCGCCGCGCCTACGACGCAGCAAACGGATGGGTCGACGTCGTCGTTCGCGCTTTCCGGGTTCGGCAACG
CGCCGCCGTCCTACTTCAACTACGGGAACGACGCCATGTACTACGCGGCCGCCAAGGACGAGCCGAGAGACGACG
ACAGGTTCTTCCTCGGGAACTCGCTCATGTTCTGACCGAATTACTACATGAGTTTAACTTCAACTTCAACCAACG
CCGGTCAAAATCGAAATCGAGTGCCGAGAAAATGGGTACAAAATGTAGGATTAATTGATTCGTCTTAATTTGGCC
CTCGTGGCCGTGTGGATATATAGGTCTGGTCGCATTTGATCATAGCAACTTTTTTTGGAGGTCCAGCTAGTGAAA
AATGGCAGCGGCCTTCGTATGACACCTTGCAAGAGGAAGGAACGTAGGAAGGAATAGTGTAGGAAATAAGGCAAG
ATTTTTCCGCAGTTTGACTGCGTTTTTATTCTCTCTTTTTTTTCAAGTGAAAAGTTGTTGTAATGTATTTTAACA
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GAAGAATTTGACCATTCAGCCGATGTATGCGCGTTACGGAAGAGTCAAACGTTTGGCACCTGGCACATTTGGCTT
CTTGGCACATGCAGGAAGGAAGAAGGGGCTCGTGACACTGACAACTGGGCCACTTTGGCCAGGCATCAGCACGGT
CGGGCTTCAGTGAGACAAGCTTAAGCTAGTCGTGGATTTCGTTTCGGATCCGCTGCTCGCTGCTCACCGTCGCGC
GGCGCCGTGCTCTCCTCAGAACAGATTTTGACCTGTGGATTCGTTTGACCGAAATGAGGCGCTAATTGCTCCGTG
GTTATATTTGCAAATCTGGTGCAGTGAACATCGTCTCCGAGCAGAATCCTTTTGGCGTGTGGGACGCGTTGGCAA
TCAAATTATTTCTTCTCTGATAAAACCATCAAGCTCTGTAAGTCTAGAACATGCCTGTAATTCACCATCCAAAAT
GTCACGACCCTTTTTTTAACAACACTGATAACTGTATGCGTGTAACAGACATCTTTCACAATATATGTTACATGT
AAAATACTCAATTTTTCTGAAAAGTCTCAA

>Bradi2g54720
GCTGAGCCGTGGGTTATATGGCCCGCCCCTTCACAAGCAACGACGATCCAGAACAGCTGATAGATGGGAGACGTG
CTGCAAGCTGAGGCCGTGGCACCCGCCGCCGACGAGGCGGGAATCTGGCCCGGCGAGCTCGACGAGCAGCTGATC
AGTGACCTCCTCAGCGACGACAGCCTCCTCGCCCCCGTGGTCGACCCGGCCGACGATTCGGAGCAGCACTACTGC
CCGCGCGACAATACAGGATCAGGCGCAGCCACCGCTGCGGTGCCGCCGGCGGAGGCGGGCAGGTCCCTTTGCTCG
GTGTACTCCGGCCCCACGATCACGGACATCCAGAAGGCGCTGTCGTCCCGGCCGCACCCGCCCCGATACGGCCGC
CGCTACAGCTCGCTGTATTTGTAGGTGCACGCGTGCATGTCCTGCCTGTGAATATGATGAATCACTGGTGACTTG
GTGAGTAAATTGTAGTAATCCGTGTATGGTTTTGCCTGAAAAGCCGCAGGTACGGGGCGGCGAGCGCGGCGCCGG
AGAGCAGGCGCACGGCCACGGTGAGGAGCTGCGGCGGCAAGATGCCGACGGACGGGTACAAGTGGCGCAAGTACG
GGCAGAAGTCCATCAAGAACAACCCCCACCCGAGGTGCGGTTCTCCGTTCTCCTCGATCGCTGTCCTCCTTCCTC
GTTGTTGTTCGAACTTTGGCATTCTTGCATGGTGCATAGCTGGGCTTGGGAGTTGGGACCATGCATGCACCGGGC
AGGATCGGCCTGCGCAGGTCGCGTCGCCGTCATGTCAGAGTTCAATAAATTTCGTTTGTGGGTGTGGTAGGGCTA
GTTAGCTAGTTAAGTTTCCGACTAATTAAGAGCTTATGTACGCTTGGTAATTAAGACCAGCTAGACAAGGTGATC
GATGCATGTGCAGTTCGACAGTGCGTGAGTCGATCAGCGAAGATTGGCATGTAGAGTAGTGTACTGGCTACTACG
GAGTACTAGCTGAGCACAAGAAACAAATATACGTGTCGGTCGTTTGGTCTAATCGGTGGCCCCGGCCGGL

T-DNA JJ2048
GCCACGCATGCAAGGTCCCATTCGTCGTACCGGCCGCAAGCGACTGCTGGGGTGGTTAGCGGTTGGCGGAGAGCA
AAATTCCCAAGCGCAGTTCATGGACTAGCCGGGCCACGCCGCGCCTTGTCGGCGATGCCGTGGGTTTTGCTTGTA
CGTGTATGCGCGTCGTACGTGTAGTTCTTGAGCATTGCACATGCATGTATAGAAGTAAGTACGTCCGTGCTTTGG
CCTTTCCTAGATCGAGATCGGGATAATCAATTTGCACATGTAGAGTTACGTATTGCACTTGCGAACTTTCTGTGT
TTTAAGATCATGCAGGAGTATTATATAGATCCATTTTTTCGTTTTCTAGTTCGAGTGATCCAAAGAAACTAACCC
CGGGTGTTCGCAATTTGGAAAACAGCCAGCCGACAGCCAAAATTGCAAACCTCCACGAGCTTTAAGCAGCTGGCA
GTCGAACTAACAAGATACTTATATTAGGGTCCACAGTAGCAAGGACGAAATTGAAAATGGCCCACCATTCTCAAT
CACCAGGAATTCAGGATAGCACAGAGCATCGATCCTCCTGTTCTTCGTCAACACTTCGCGTAACGACTTTTCATC
AGACTCTGGCCCTTGGGGGGGCCGCACTGACGGACTGACTTGACATGCATGTATACACATCACACATGCAGCAGA
TGCACGCACTTAACCTGCATCTGGCTCGATCATACATAGATAACGCGCTGGCGCCCACCTGAGCAGTCCATCAGA
TAACCAGTCCAAACTCGATCATCACCTGACCCATTAGCCATTACCTCCACGCATGATGGGCTGAACTTTCGGTTG
AGCAGCGAACCTCCTTTAAGTTCTGAACAACGACACGTAGTAGATCAACCCGAGGTTGCACTGCACACTTGCACT
TCATCGAACTATTGACAGGAACTGTCACGAAGGAACGCCGATCATATATATATATATCCGCAGCGACTAACCACA
TGCATGTTTGACTTTTACATGCATGCATGCATGCAGGAGCTACTACAAGTGCACCAGCTCCCGGTGCAGCGCCAA
GAAGCACGTGGAGAAGTCCACCCACGACCCGGAGATGTTCACCGTCACGTACGAGGGGTTGCACCTCCACGGCCC
GCAGCCGCTCTCCCGTCACCTCCAGCCCCCGCCGGGGCCGACGACGACGGATGTGGCCGTGGTGAACAAGAAGGC
CAGGCTCTCGCCAAACTCCGACGACAACCACGGGGACGACGACTCCGGCGCCGGCATTGGCTGCGGCGCACGGTG
GCCATCAAAAGAAACGTGCGGCGTAGACGATGACGACGACGTAGGAGGAGGAGGAAGCAGCAAGCTACAGGGGCG
TCAGAAGGGGCGCGCCCATGACGCTGTAATAGCCGTGGATTCGTCCGACGGCCGGTGGTCGGCGGCCTCTTCCGT
GCCGCATGCTGATGATGCCGCCGCGGCCGTGTTTTCTTCTGACCCGCCGCCGGCTGCCAACTGGTATTGCCTCGA
CTTGCCGTGGTCCCCGGAAGGTCACTTCCCGTGGACGATCTGATCTGACCGGCCCTGTGAGTTGATTAGGGAGAG
ACTGTCTCACAGGATACGTGCAATCTACAACTGCCAAGGTGTAATTAGAATATTAGATAGTGAGTACTGCGTAGA
GATCAAAAGATCTGATACTGGTGTCACCGAAAGAACTAGCGGGGTAGCCCGCGCAATCTGCGAGGCTAGACTTAA
TGAAATGATGTTTTTATATTTTTGTTTTTATTAGATT
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>Bradi5g08380
AAACAGGTCATCCAAAAAACATGAAGTTCAACAAAATAACGAAATAGCTCCAATATATTCTTTGTTTCTAGTGAT
GATTTTCCATGGTGTGTTGATTTTTCTCTAAATTTAAGGTTTAGATTCTTTTTCCTTTTACGCATTCACTTTTTC
TAGTTAAATAGTTTATTCATCACATATGCTGGATGGGTTGCCTCATGGGCGAAAACAAAGTGTCAGCCAAAACCT
TCTTACGATTCGCTAGAAATATCTTTTAAGGACTATTTACTAGAAATATGGATACCAGAAAACCCGAGTACCCCA
TAGCTAGAAAAACCTTTTGTATTATAACTTCGATAAAAGGAAAAACAACGGTTTTGCTATTTCTTAAACGACCGA
GAAATAATTATTTGTAAGTCGATGACAACAACTGATTGATTCAATCGTTGAGATTCCTGCAATTGATGTAAGTCC
GATGGATAAAAAAGTCTCCGTCAAGTGGCTATGATTAAAGACCGAGAAATAACTATTTTCAAATCAAGAAATAGA
CCGTCGTGAGAAAAAAATTGCACATCCAAAGTGC
T-DNA JJ22213

AGGAACTGAACTCTACGTCTGTCTGTCCGCCTAGGCAAGAGCCCTGCACTCALCTTTCTTTCTTTATTTTTTCAT
TTCTGTACTTCTCCTTTGCTATCATAAAGCCGCTCAGCCGAGCACTTCAGCTCATCCTCTCTCTCTGTCTCCGCG
TTCTTATCAGTACGGGTGTCCTCGCCTCATCACCCCAGTCCCCAAAGTCCCAAAGCTACCGCCATAGGTCGATCT
CGATCCCCGGCGGCGGCTCAAAGCAAACAAGCGGCGGCCGGCGGAGAACTCGATCGACGACTAAGGTGGATCCAC
GGAGGCATGGGAAGAGGCCCCTACCCGCCGACGAGGAGGAGGACCAGCCGCCACCGCCGCCGCCATCAGCAGCGA
AACACGAGCAGGAAGAGGACGAGGAGCACTATCACCATCAAGGAGGAGCTACCGGCGGAAGCCCGGGCCCGGAGG
CGTACGCGGACTACTACTACTCGGCGCGCGCCGACCACGACGCCTCCGCCATGGTCTCCGCCCTGGAGCACGTCA
TCCGCGCGCCCCCTGGCCCTGACCAGCAGCAGCAAGGATTCTATCCCGCTACGGCTGCTGTCCCGGGGCAGCAGC
AGCAGCAGCAGCAGCAGATCGGGCTCGCCGCCGCCGCCGCCGCTGAGGAGCAAGGTAAATTACTCGGTATCGCTG
GCATCGATCGATCGAAACATGGTGGTCTTTTGTCCGCGTGCACGTAGGATGGCTTAGGATGGCGAGAGCATGGCA
CGCGCGGCTTCCGCTCGATTGCAGCCGTTTTGGAGGCTTCGCATCGGCCAAACGCATCGATCTGATTCCCACTGC
TACTTTCCTTGTTTGTTTCATCCTTCCTGTAGTTAATCTCAGCTGGGCTTGCGCTGGCTCACTGGTAACGAAAAT
GTAAAAAATCTGTCGACAAAAGTACTCCGGTGTTTTTGCCTGTTTCATGCACGAAGATACGGGCTAGCTAGCTGT
TTAATTCAACTCCTCAACCAATTCAATCGTGCACGAATATTTTATGCGCGTACGTGTACAAAGTGTGTTACGTTA
GCTCTGACGATCGATCGAAACGTACTTGTACTAATAGTATAGTATAAGTTGATTAATTATCAAAACTAATGGCGT
GTGTGCATGTGGCGGATGGGCAGGGAGGAAGCGGCACTACAGAGGTGTGAGGCAGCGGCCGTGGGGGAAGTGGGC
GGCGGAGATCCGTGACCCGAAGAAGGCGGCCCGCGTGTGGCTGGGCACCTTCGACACGGCGGAGGACGCCGCCAT
CGCCTACGACGAGGCGGCGCTCCGGTTCAAGGGCACCAAGGCCAAGCTCAACTTCCCGGAGCGCGTCCAGGGCCG
CACCGACCTCGGGTTCGTCGTCACCCGCGGCATCCCCGACAGATCATCTCTGCACCATCAACAACACTACCCCGG
CAGCACGGCAATGCGGCCTCCGCAGCAGCAGCAGACAGTCGTGCCGTACCCTGACCTCATGCGGTACGCGCAGCT
GCTGCAGGGCGCCGGCGGCCGGCCTTCGGGATCAGGAGCCGATGCCGACGCAGCAGCGCGCCAGATGATGATGGT
GGGCGCCGCCGGGAGCGGCGTGATGAACCTGCCGTTTGGCCCCATGTCGCCCTCTTCCACGATGACCTCGTCGTC
GTCCTCGTCGCCGCAGATACTCGACTTCACCACGCAGCAGCTCATCCGGCCGGGCCCGCGGCCCTCGTCGLCCGL
GGCCGCGGCGGCAATGTCGACGGGCTCGGGCGGAGCCGCGACGTCGTCGTCCACGACCACGGCGTCGLCCGLLGLL
GGCCAGTGCATGGCCGTACGGCGCGGAGCAGCACAGGAGTAATAAAGACTAGTTTGTTCTAGAGGTCAATGGATT
ATCGATGCATGCAAGTGGGCCTGCTACCACACGGGAATTCCACTACCACGTACGTACTGTGATTCATCGATCGGG
GCAAAAATGTATTAGCGGCGTGCTCCATCATGCAATATGGGGGTAAGTGTTTGGTCATTAAGTTTTGCTGGTGAA
CAATTTTTCTTCTTCTCATCTTCTAGCTAATTTGTTTTTCTACAACCTCATAGTTTTGTTGATTCTTAGCTAGTT
TCATTGATGAACTTAACCAGCTAGAGGTAGCTATCTAGTATGTACCTTGTCTAATTGCTTGTCATTTCTCCCCTA
CTTTTCCAAAGCGTACTGAACTAATTCTGAAATTTAATTAGTCCAAAGGAATAAGAGAGGAATCCACTTTTTTTT
AATGTTAAACCACAGGCGGCATGTTTGTTCTTCTTGAAACAATGGGCATTTCCTTTGTTGATTTTTGGAGGTTTG
GAAAGATTGTCCAATTAGCTGGACGGTACTGATAATCTCTGTCCTTTGAGTGAGACTTTATTATGATCGAACATT
GTGCCTCAAGACAAGGTATCGATAAAATTAGTACATCGCAATTCGCAAGGGAAAAAAATCTTCTTAAATTCTCTC
TCGTGATTTAGAAGATTTTGACTTTTTCTACAGGTTATTCTTTTATGTCATATTGCATTCAGCATTTTTTCTGTC
AATTTGTCAGTTAATTCCCCTACGTCCTTGTCGAGTCTAAATATATCAACCATGAATGTGCCATAGTGTTCTTGC
ATGCCTTTGGATCATTTTTGAAACTCCAAGCATATGCCTTGAACGTACATAAGTAATAAAAAGCAAGAACCCTAA
GAATAAAATAATGTAGAGAAAACCCCTGAAAGCTAGCTGTTAATTAGGTGAAGGCATTTTTTTAGTAACCAAGAT
ACTGCTGAAGTCATGCATTTTCTTTAATCACCAGATGCTTGCACTACCATGAATGAATCCATGATGTTCTTAACG
ACACGAACATGCGTCTGACACATCGATCTCTTAAGTTTCTACGTACGTAGTTTAGTGTTCATTTGGTAGAATATT
CGGGTTTATGATTTCGTATCTGTGTCGAGATTTATTCGACCAACTTGTTGCCGACATAATGTGAAGATACGACGA
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TCGAAGGTATGGAGAAACCTAGCATATATATCATCCCCATCCCTGCTTCTAGAAGACTATGGTCGATACTGTATC
CACTAATGCATGCCGAACCATATGCATGCATTCAACTGTACATTTTCTATTGGAGTATATATATTAGTAGTGTCC
AAGGCTCCAAGCTACTGTATATGAATGAAAATGTAATCAATTATTTGTCTTCATCTAACAAGAAACCGACCACAC
CCCTACTGTTTACACTTAATTATTCCTTCCTTTTTAAATTAGCATGAACTAATTTGCGGCATCCATTCATTGTTC
TTTAGTTGTCCATTTATTTGTTCATTGTGGTCATGGATAGCATGTTGTGGTGTTCATCTTTCTCTTTGCTTTCAT
GATGGGTCCAAGTATCAAAATTTGACACGCACGTTCCTTTTGGCGTTGGGTCATGCTACCTGGCAGCTAGCCGGA
ACATGAAAAGGGCTAGCTTTCGGGGTTAGGCATGAGTCATATGTAGATGGGCGTACGTTCTGAT

Anexo E: Preparacion de soluciones
% TAE 50X

Se disuelven 242 g de Tris, 100 ml de EDTA 0.5 M y 57.1 ml de &cido acético en agua desionizada, se afora
alLyse verificael pH a8.0. Parapreparar 100 ml de TAE 1X se toman 2 ml de TAE 50 X y se mezclan con 92

ml de agua desionizada.

< Gel de agarosa 1%

En un matraz de 250 ml de afiaden 50 ml de TAE 1X y 1g de agarosa, la mezcla se calentd en el microondas
durante varios segundos hasta que se observara transparente (se utilizaron guantes para evitar quemarse con el

matraz caliente).
«» Gel de agarosa al 1.5%

En un matraz de 250 ml de afiaden 50 ml de TAE 1X y 1.5g de agarosa, la mezcla se calent6 en el microondas
durante varios segundos hasta que se observara transparente (se utilizaron guantes para evitar quemarse con el

matraz caliente).

< Gel de agarosa 2 %

En un matraz de 250 ml de afiaden 50 ml de TAE 1X y 2g de agarosa, la mezcla se calent6 en el microondas durante
varios segundos hasta que se observara transparente (se utilizaron guantes para evitar quemarse con el matraz

caliente).

< Gel de agarosa para RNA al 1% y preparacién de las muestras

Se pesé 1 g de agarosa y se disolvié en 72 ml de H,O DEPC, la mezcla se calentd en un microondas durante
varios segundos, se dejo atemperar por un momento; se adicionan 10 ml de MOPS 10X y 18 ml de formaldehido

(este paso se realizé en una campana extractora de humos).
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Para la preparacion de las muestras de RNA, en tubos de 1.5 ml se agregan 2 pl de H,O DEPC, 1 pl de buffer
de carga 5X (contiene Bromuro de etidio y formaldehido) 2ul de muestra de RNA, se homogeniza por vortex y se
centrifugo durante algunos segundos a 4 °C, posteriormente se incubo a 65°C durante 5 min (se utiliz6 un bloque
de calentamiento) y después se colocaron rapidamente en hielo durante 5 min, se centrifugo durante unos segundos
a4°C.

< ddH,0

Se utiliz6 agua destilada, que posteriormente se desionizo y se esterilizo a 121 °C durante 15 min a 15 psi; se

pasé por filtros de 0.20um y se traté con luz UV durante 10 min.
% H,O DEPC

Se adiciona 1 ml de DEPC a 1000 ml de H,O desionizada y se mantiene en agitacion durante 24 h,

posteriormente se esteriliza a 121 °C durante 15 min a 15 psi para inactivar el DEPC.

< MOPS 10X pH. 7

Se disuelven 5.44 g de acetato de sodio en 370 ml de H,O DEPC, posteriormente se adicionan 20.60 g de
MOPS y se homogeniza con ayuda de un magneto, se agregan 10 ml de EDTA 10.5 M pH. 8; se ajusta el pH. A
7.0 con NaOH 2 Ny se afora a 50 ml con H,O DEPC. Para preparar MOPS 1X se toman 25 ml de MOPS 10X y
se mezclan con 225 ml de H,O DEPC.

Anexo F. Ladders

130



Anexo G. Informacién de oligonucleotidos proporcionada por la compaiiia
OligoT4
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Anexo H. Sitios de insercion en genes que codifican FTs activos en el estrés por inundacion

Brad3g42130

Bradilg05480

pJJ2LBA, pJJ2LB pOLOOI

Bradj1g63910.1

pJJ2LBA

PJJ2LBP2

Bradi4g16740

Bradj4g31040

Bradi2g05950

SUTR 3'UTR

132



Anexo I. Altura final de las lineas de T-DNA correspondiente al primer ensayo

Bd21-3

TI96W-7

Control 3 35 4
Estrés por inundacion (d)

T9E-3 T3E-1

Control 3 35 4

T3W-5 . . .
Estrés por inundacion (d)

Control 3 35 4
Estrés por inundacion (d)
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Anexo J. Analisis Estadistico de las lineas de T-DNA

Altura final al meristemo de las lineas de T-DNA correspondiente al primer experimento
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Altura final a la hoja mas alta de las lineas de T-DNA del primer experimento

Altura final (cm)

Altura final (cm)
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Segundo experimento de las lineas de T-DNA altura des pues de la inundacion hasta el

meristemo
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Segundo experimento de las lineas de T-DNA altura des pues de la inundacion hasta hoja

Altura (cm)

Altura (cm)

Altura (cm)
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