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Resumen

México se encuentra rodeado por aguas oceanicas intertropicales y esta expuesto a los
efectos del cambio climatico. Eventos como la sequia y los huracanes provocan perdidas en el
sector agricola que llevan a la aparicion de migrantes ambientales puesto que no existe una
buena prevencion de los dafios que estos cambios pueden causar. Es necesaria la
implementacion de instrumentos y seguros agropecuarios para los sectores de la poblacion
méas pobre asi como hacer disponibles cultivos con rangos mas amplios de tolerancia a los

cambios ambientales.

La investigacion de los mecanismos de tolerancia y respuesta al estrés por inundacién
en plantas se ha convertido en un objetivo importante para los programas de mejoramiento que
buscan obtener plantas capaces de tolerar ciertos periodos de anegamiento. En Asia, el
programa de mejoramiento genético del International Rice Research Institute ha logrado
obtener los cultivares SUB1 de arroz (Oryza sativa) que poseen tolerancia a la inundacion de
hasta 14 dias gracias a la presencia de un gen del tipo Factor de Respuesta al Etileno (ERF)
llamado SUB1A-1. Con estas plantas en el campo, el agricultor puede planear sus ciclos

productivos, evitar los costos de resiembra y atenuar las pérdidas economicas ante un desastre.

En el presente trabajo se realizd una busqueda bioinformaética en las bases de datos
para seleccionar a los ERFs mas similares a SUB1A-1 en la planta modelo Brachypodium
distachyon. Posteriormente, se analiz6 la expresion de estos ERFs bajo condiciones normales

y de estres por inundacion para lo cual se realizd extraccion de RNA 'y se cuantificé por gPCR.

Se encontraron 8 genes tipo ERF-VII en Brachypodium que se agruparon en dos
grupos filogenéticos. Cada grupo tuvo una expresion caracteristica que fue activada por la
inundacién o que permanecié constante, uno de ellos también respondio al ciclo circadiano. Al
mismo tiempo, se encontraron expresados otros 12 factores de transcripcion de diversas
familias. Debido a que no se encontraron diferencias en la intensidad de la expresion en
ecotipos de Brachypodium de tolerancia contrastante, se propone que la diferencia puede
recaer en mecanismos postraduccionales. Esta informacion serd de valor para encontrar los

mecanismos de tolerancia en otras monocotiledéneas.



1 Introduccidn
1.1 La inundacion

México esta expuesto a una gran variedad de fendmenos meteorolégicos como
huracanes, tormentas tropicales, inundaciones, sequias, incendios forestales, deslizamientos de
suelos, terremotos y erupciones volcanicas que causan dafio a las poblaciones humanas y
afectan su economia (CENAPRED, 2001). EI 90% de los desastres naturales en la agricultura
son hidrometeorologicos y de ellos, una quinta parte son inundaciones (AGROASEMEX,
2006) que afectan a todo el pais, principalmente a las costas y al sureste del pais (INEGI,
2013). Debido al cambio climético, se estima que entre los afios 2020 y 2050 se resentiran los
cambios en las temperaturas medias del pais, por lo que se veran mas afectadas las actividades
agricolas (SAGARPA, 2012).

Existen dos tipos de inundacion, el anegamiento y la inmersion. Cuando los niveles de
agua exceden la zona de la raiz y estdn presentes por un largo tiempo, se define como
anegamiento. Cuando el agua cubre por completo toda la planta se define como inmersion
(Gliessman, 2002; Ahmed et al., 2013; Bailey-Serres y Colmer, 2014; CENAPRED, 2014).
Las inundaciones causan dafio a las propiedades, provocan la muerte de personas, causan la
erosion del suelo y el depoésito de sedimentos, afectan a los cultivos y a la fauna y son uno de
los fendmenos naturales que provocan mayores pérdidas de vidas humanas y econdmicas
(CENAPRED, 2001). Los mas afectados por estos cambios son el tercio de la poblacion de
América Latina y el Caribe que vive bajo condiciones de pobreza (Conde-Alvarez y Saldafia-
Zorrilla, 2007). Esta situacion ha provocado en México la aparicion de migrantes ambientales

debido a las inundaciones en los estados de Veracruz y Chiapas (La Jornada, 2012).

La inundacién de las tierras de cultivo puede reducir drasticamente la productividad
vegetal, pues la inmersion parcial o total de las raices y los 6rganos aéreos restringe la difusion
del oxigeno y didxido de carbono. Esto causa un impacto repentino en actividades bioquimicas
como la respiracion aerobica y la fotosintesis (Voesenek et al., 2006; Pefia-Castro, 2014). En
la actualidad, los cultivos mas afectados son monocotiledoneas como el arroz, con méas del
35% de la superficie mundial afectada por inundaciones (Bailey-Serres et al., 2012) asi como

el maiz y el trigo (Nelson et al., 2009).



Debido a la mala regulacion en México -y aunque no esta del todo cuantificado- se
observa que las zonas de mayor incidencia por huracanes son las costas de Yucatan, del Golfo
de Mexico y del Océano Pacifico, algunas zonas de Tamaulipas y de Baja California Sur
(Figura 1y 2; Manson y Jardel, 2009).

1.2 Respuesta de las plantas ante la inundacion

Las plantas al enfrentarse frecuentemente a los cambios ambientales bruscos, han
desarrollado diversos mecanismos de adaptacion a zonas propensas a inundarse como son la
formacion de aerénquimas y raices adventicias asi como poseer hojas mas delgadas para
facilitar el intercambio de gases (Voesenek et al., 2006; Bailey-Serres et al., 2012; Miro e
Ismail, 2013; Atwell et al., 2014; Bailey-Serres y Colmer, 2014).

Cuando la planta esta sometida a largos periodos de inundacion, se presentan dafios
como la reduccion en la elongacion del tallo y el crecimiento de peciolos, retraso en la

germinacién, senescencia adelantada y una floracion tardia (Pefia-Castro et al., 2011).

La comprension detallada de los mecanismos de desarrollo, morfoldgicos, fisiologicos
y moleculares durante la tolerancia a las inundaciones permitiria el desarrollo de estrategias de
supervivencia de los cultivos ante este estrés (Voesenek et al., 2006). Sin embargo, la mayoria
de las plantas de cultivo no son tolerantes a la inundacion. Asi, se han realizado trabajos para
estudiar la respuesta molecular vegetal a las inundaciones en soya (Tamang et al., 2014; Syed
et al., 2015), maiz (Campbell et al., 2015), trigo (Setter et al., 2008) y arroz (Xu et al., 2006;
Miro e Ismail, 2013; Singh et al., 2014).

1.2.1 La fermentacion

La inundacién conduce a la hipoxia (deficiencia de oxigeno) y progresivamente a la
anoxia (ausencia de oxigeno) debido a que los niveles normales de oxigeno (normoxia) se ven
modificados drésticamente bajo esta condicion (Bailey-Serres y Voesenek, 2010; Bailey-
Serres et al., 2012; Bailey-Serres y Colmer, 2014). Lo anterior, afecta la capacidad celular de
producir ATP a traves del ciclo del &cido citrico y de la fosforilacion oxidativa (Licausi,

2011). De esta forma, la hipoxia cambia el metabolismo aerobio normal de la planta a la via
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Figura 1. Zonas en México de incidencia de huracanes del periodo de 1950-2004, donde 1-10 representa
menor a mayor incidencia (Manson y Jardel 2009).

Figura 2. Ecorregiones mas afectadas por huracanes de México (rojo mas oscuro) que alcanzaron niveles
3 a5 en laescala Saffir-Simpson (Manson y Jardel, 2009).



anaerdbica o fermentativa como mecanismo alterno, para evitar que la glicélisis se detenga por
la limitacion en el contenido de NAD™ y que disminuya la produccion de ATP (Bailey-Serres

y Voesenek, 2010; Voesenek y Bailey-Serres, 2013).

En condiciones de anoxia, la fuente principal de energia es la glucosa proveniente del
almidon (Fukao et al., 2006). Durante la glucdlisis, se producen dos moléculas de ATP y dos
moléculas de piruvato, al mismo tiempo, se da la reduccion del NAD* a NADH (Branco-Price
et al., 2008; Pefia-Castro, 2014). Para mantener la glucolisis funcionando bajo esta condicion,
las plantas regeneran el NAD" a través de varias vias fermentativas, la mas conocida es la
fermentacion lactica en la que la enzima LACTATE DEHYDROGENASE (LDH) utiliza
como sustrato el piruvato para la produccién de lactato, sin embargo este compuesto es toxico
para las células. Otra via es la fermentacion alcohdlica en la que el piruvato es convertido en
acetaldehido por la enzima PYRUVATE DECARBOXYLASE (PDC) para posteriormente ser
transformado en etanol por la enzima ALCOHOL DEHYDROGENASE (ADH) (Branco-Price
et al., 2008; Rocha et al., 2010; Jiménez et al., 2012; Bailey-Serres et al., 2012; Pefia-Castro,
2014). Recientemente, otras rutas fermentativas como la sintesis de alanina, de acido gamma-
amino butirico y de amino &cidos arométicos se han identificado activas en la inundacion
(Branco-Price et al., 2008; Barding et al., 2013; Miro e Ismail, 2013; Atwell et al., 2014).

La inundacion prolongada disminuye las reservas de carbohidratos y el ATP en los
tejidos lo que se ve reflejado en la inhibicidén del crecimiento; experimentos realizados con
soya donde se evalud su respuesta bioenergética en condicion de inundacién indican que hay
una reduccion del almidén de hasta el 95% después de 5 dias de inmersion, es decir la planta
se ve expuesta a una condicion de hambre por la falta de almidén (Tamang et al., 2014). La
inundacién prolongada puede llegar a causar la muerte de la planta (Xu et al., 2006; Pefia-
Castro, 2014; Tamang et al., 2014). En apoyo de lo anterior, Tamang et al. (2014) evaluaron
en soya diferentes condiciones de inundacion y observaron que la oscuridad constante reduce
la tolerancia a la inundacion en comparacién con los tratamientos con luz (12 h de luz / 12 h

oscuridad).



1.3 Factores de respuesta al etileno

El etileno es una hormona gaseosa que se sintetiza de forma constitutiva en las células
vegetales bajo condiciones de crecimiento normales y que se dispersa rapidamente en el
ambiente; también es un mediador esencial de las respuestas de inundacién ya que cuando los
organos de la planta se encuentran cubiertos por agua, el etileno se acumula a su alrededor

induciendo la posterior traduccion de sefiales (Bailey-Serres y Voesenek, 2008).

Los Factores de Respuesta al Etileno (ERFs) son una familia de factores de
transcripcion y forman parte de la superfamilia APETALA2 (AP2)/ERF (Nakano et al., 2006;
Tiessen et al., 2009) que se define por el dominio AP2 que consiste de aproximadamente 60-
70 aminoacidos (Figura 3). Los factores de transcripcion son proteinas que controlan la
expresion de muchos genes a traves de la unién a elementos cis del DNA que se localizan en
los promotores (Liu et al., 1999; Riechmann et al., 2000; Nakashima et al., 2009, Tiessen et
al., 2009).

Figura 3. Estructura del domino APETALAZ2 de los ERFs.

En gris, se esquematiza el dominio AP2, y la N y C indican el extremo amino y carboxilo terminal,
respectivamente. Arriba la estructura tridimensional del dominio AP2 y abajo secuencia de aminoécidos (PDB:
2GCC.A).



Se ha demostrado que las proteinas AP2/ERF tienen funciones importantes en la
regulacion transcripcional en varios procesos bioldgicos relacionados con el crecimiento y el
desarrollo, asi como diversas respuestas a los estimulos ambientales, entre ellos la inundacion
(Nakano et al., 2006).

Existen variedades de arroz tolerantes a la inundacion que logran sobrevivir hasta dos
semanas bajo el agua; estas variedades se caracterizan por poseer el locus SUBMERGENCE 1
(SUBL1) en el que se encuentran tres genes del tipo ERF-VII: SUB1A, SUB1B y SUB1C. Cabe
destacar que el gen SUB1A-1 es el principal determinante genético de la tolerancia a la

inundacion en las variedades de arroz (Xu et al., 2006).

En las plantas de arroz SUB1 se ha caracterizado la estrategia de supervivencia llamada
quiescencia del cual es responsable el gen SUBLA, que restringe el metabolismo y el
crecimiento celular al limitar el consumo de carbohidratos, fomentar la fermentacion e inhibir
la floracion (Figura 4; Xu et al., 2006; Fukao et al., 2006; Pefia-Castro et al., 2011).

En otras variedades de arroz que toleran inundaciones poco profundas pero de larga
duracion, existe la estrategia de escape que se regula por los genes SNORKEL (SNK1 y SNK2)
que inducen la sintesis de acido giberélico y promueven el consumo de carbohidratos para una
rapida elongacion de los tallos bajo el agua para reanudar la fotosintesis una vez fuera de la
inundacién (Figura 4; Hattori et al., 2009). Tanto SUB1A como SNK1 y SNK2 pertenecen a los
ERFs-VII.

En diferentes variedades de arroz y sus ancestros silvestres O. rufipogon y O. nivara
cuando se evaluo la relacion filogenética de los ERFs-VII codificados en el locus SUB1, se
observé que SUBLC es el ERFs-VII méas antiguo (Fukao et al., 2009). En Arabidopsis thaliana
se encontraron cinco ERFs-VII que son: RELATED TO AP2 12 (At1g53910, RAP2.12),
HYPOXIA RESPONSIVE ERF 1 (HRE1, Atlg72360), HYPOXIA RESPONSIVE ERF 2
(HRE2, At2g47520), RELATED TO AP2 2 (At3g14230, RAP2.2) y RELATED TO AP2 3
(At3g16770, RAP2.3 0 AtEREBP).



Figura 4. Los mecanismos quiescente y de escape durante la respuesta ante el estrés por inundacion en
algunas variedades de arroz (Pefia-Castro, 2014).

HRE1 y HRE2 son genes inducibles que contribuyen en la regulacién tardia del
metabolismo anaerdbico y a la supervivencia de las plantulas (Licausi et al., 2010). Por otra
parte, RAP2.2, RAP2.12 y RAP2.3 son ERFs-VII de expresion constitutiva que funcionan

como sensores del estrés por hipoxia (Gibbs et al, 2011; Licausi et al., 2011).

1.3.1 Estructura

Los factores de transcripcion poseen diferentes dominios que varian en su ubicacion y
nimero; se caracterizan por contener una region de union al DNA, algunos dominios con
funciones diversas como interaccion con otras proteinas y sefiales de localizacién nuclear
(NLS). Dependiendo de estas caracteristicas, los factores de transcripcion se clasifican en

diferentes familias y estas contienen a su vez subgrupos (Liu et al., 1999).

Nakano et al. (2006) realizaron analisis bioinformaticos para la identificacion de genes

ERF en Arabidopsis y el arroz y obtuvieron datos de los motivos conservados (CM), su



estructura y relaciones filogenéticas con las que realizaron la agrupacion (grupos | a X) de

estos ERFs dependiendo de sus caracteristicas.

Los ERFs-VII se caracterizan por poseer un motivo N-terminal MCGGAI (I/L)
(CMVII-1). Este motivo, en especial la cisteina-2, es la zona donde se percibe la
concentracion de oxigeno y 6xido nitrico ambiental que le confiere su propiedad de regulacion
durante la hipoxia (Figura 5; Nakano et al., 2006; Gibbs et al., 2011; Licausi et al., 2011).

HRE1 MCGGAVISDYIA---PEKIARSSGKSSH- -
RAP2.3 MCGGAIISDYAPLVTKAKGRKLTAEELW- -
HRE2 MCGGATIISDFI---------------- W- -
RAP2.12 MCGGAIISDFIP---PPRSRRVTSEFIWPD
RAP2.2 MCGGAIISDFIP---PPRSLRVTNEFIWPD
ko ok ok ok« kokok . %

Figura 5. Multialineamiento MUSCLE de la seccién del N-terminal de los ERFs-VI1 de Arabidopsis.

Los colores corresponden a las propiedades fisicoquimicas de los aminoécidos; rojo: hidrofébicos; verde: polares
sin carga; azul: &cidos; rosa: basicos. (*) Representa aminoacidos 100% idénticos; (:) se han realizado
sustituciones conservativas y (-): existe por lo menos un aminoacido que no esta alineado.

Adicionalmente, se ha reportado que los ERFs-VII de Arabidopsis poseen hasta ocho
motivos conservados en su estructura de aminoécidos (RAP2.12 y RAP2.2) y otros sélo poseen
algunos de estos dominios (HRE1, HRE2, RAP2.3) (Nakano et al., 2006; Bui et al., 2015).

Bui et al. (2015) estudiaron al ERF-VII RAP2.12, lo fraccionaron y mediante ensayos
de trans-activacion identificaron que el dominio CMVI1I-5 (LWS) en la region del C- terminal
es suficiente para la transcripcion. De igual manera, identificaron que la funcion del motivo

interno CMVII-4 es inhibitoria de la transcripcion (Figura 6).



Figura 6. Dominios conservados de los ERFs-VII y algunas de sus funciones caracterizadas a la fecha
tomando como modelo a RAP2.12.
Los nimeros son los dominios obtenidos por Nakano et al., (2006).

1.3.2 Sefalizacion

Los ERFs no solo son factores de transcripcion, también son los principales
sefializadores de la concentracion de oxigeno disponible. EI control de la respuesta a la
hipoxia se media por el mecanismo de sefializacion de la ruta del N-terminal donde la
identificacién de un motivo conservado en el extremo amino (Met-Cys) se reconoce Yy
posteriormente se degradada en el proteosoma. De esta manera, se censan los niveles bajos de
oxigeno para la regulacion de ERFs-VII (Gibbs et al, 2011; Licausi et al., 2011; Tasaki et al.,
2012; Kosmacz et al., 2015). En normoxia, hay una baja produccién de etileno y la
transcripcion de los ERFs también es baja; las pocas proteinas ERFs se encuentran
secuestradas por proteinas llamadas ACYL-COA BINDING PROTEIN (ACBP) y otra parte
se oxida por la ruta del N-terminal por accion de las enzimas PLANT CYSTEINE OXIDASE
(PCOs) y ARGINYL-TRANSFERASES (ATE) generando una proteina desestabilizada que se
degradard en el proteosoma, para asi evitar la transcripcion de los genes centrales de hipoxia
(GCH ; Figura 7; Licausi et al., 2011).

Tambien se ha demostrado que el o0xido nitrico (NO) juega un papel importante en la
degradaciéon de los ERFs-VII pues en su presencia, se degradan mediante la ruta del N-

terminal. Lo anterior coordina a la protedlisis y a la respuesta normal del NO, que es relevante

10



en diversas etapas del desarrollo de las plantas como la germinacion y respuestas al estrés por
sequia (Gibbs et al., 2014).

Kosmacz et al. (2015) caracterizaron la localizacion nuclear y el amplio rango de
concentraciones de oxigeno censadas por RAP2.12. También observaron su degradacién y/o

cambio de localizacion a la membrana durante la reoxigenacion.

Figura 7. Mecanismo de accion de los ERFs-VII durante la normoxia (+O,) y el estrés por hipoxia (-O,;
Pefia-Castro, 2014).

Aungue la planta hace un pequefio gasto energético al mantener de reserva proteinas
ERFs-VII, le permite poder responder rapidamente ante cualquier cambio en la cantidad de
oxigeno disponible. Asi, cuando hay una baja concentracion de oxigeno, también hay una
acumulacion de etileno en la periferia de la planta lo que induce una transcripcion elevada de
los ERFs mientras que las proteinas presentes en el citoplasma cambian su localizacion al
nacleo, donde promueven la transcripcion de los genes centrales de hipoxia y asi, responder
ante la inundacion (Figura 7, Gibbs et al., 2011, Licausi et al., 2011).
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1.3.3 El ciclo circadiano

El ciclo circadiano es un mecanismo autonomo en el que se relacionan las condiciones
ambientales y las respuestas bioldgicas de las plantas durante un periodo aproximado de 24 h
en el que las plantas tienen cambios en las proporciones luz-oscuridad, el también llamado

fotoperiodo (Raven et al., 1992; Guevara y Jiménez, 2006).

La capacidad de las plantas para identificar la longitud del dia y la cantidad de luz es
gracias a los fotorreceptores vegetales que transmiten la informacion luminosa y permiten que
la planta pueda censar las condiciones del medio y responda mejor ante las condiciones
ambientales (Capel et al., 2003; Mockler et al., 2003; Blazquez et al., 2011); un ejemplo de
ellos es la regulacion de la sintesis y degradacion del almidon para la regulacion del balance
optimo del carbono fijado durante la fotosintesis para ser consumido en el crecimiento durante
la noche (Tofifio et al., 2006; Nufiez-Lopez et al., 2015). Otros procesos que se encuentran
regulados por el ciclo circadiano son la sefializacion de hormonas y las respuestas a los

ataques bioticos y abioticos (Mas, 2015)

En Arabidopsis se han encontrado tres genes involucrados en el ciclo circadiano:
CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1 (CCAl) y LATE ELONGATION HYPOCOTYL (LHY)
que tienen méxima expresion en la mafiana y TIMING OF CAB EXPRESSION 1 (TOC1) que
codifica para una proteina llamada ARABIDOPSIS PSEUDO RESPONSE REGULATORS
(APRR) y se expresa durante el atardecer. Estos tres genes tienen que ver en un ciclo de
regulacion positiva y negativa ya que TOCL1 induce la expresion de CCALl y LHY; a su vez que
estos dos ultimos hacen que disminuya la expresion de TOC1 (Guevara y Jiménez, 2006; de
Montaigu et al., 2010; Sanchez, 2011; Mas, 2015).

Otro proceso que se encuentra regulado por el ciclo circadiano es la floracion, ya que
depende de la duracién de los dias. Por ejemplo, en Arabidopsis la floracién se induce por
fotoperiodos de méas de 16 h de luz (dias largos) y se inhibe en dias con periodos de luz

menores a 16 h (dias cortos) (Raven et al., 1992).

En el caso de los dias largos se da la activacion de CONSTANS (CO), un gen

relacionado con la floracion que tiene su méaxima expresion durante la noche y va
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disminuyendo durante el dia; CO actla sobre el gen FLOWERING LOCUS T (FT) que es un
promotor de la floracién y solo lo activa durante dias largos. En condiciones de dia corto, CO
disminuye su expresion al final de la noche, no activa a FT, y por lo tanto no hay floracién
(Guevara y Jiménez, 2006; Cesario, 2015).

Pefia-Castro et al. (2011) evaluaron la sobreexpresion de los genes SUB1A y SUB1C en
plantas transgénicas de Arabidopsis OxSUB1A (35S:FLAG-SUB1A) y OxSUB1C
(35S:FLAG-SUBIC) y se observé la reduccion en la elongacion del tallo y el crecimiento de
peciolos, un retraso en la germinacion y una floracion tardia. En el nivel molecular, el etileno
acumulado en la periferia de la planta, induce la expresion del SUB1A (Figura 8), el cual
inhibe la floracion por medio de la represion de FT. Ademas, se hipotetiza que puede
modificar la sintesis de trehalosa-6-fosfato (T6P) que dara como producto trehalosa la cual

inhibe el crecimiento y el consumo de almiddn (Lee et al., 2011).

Ciclo de Calvin

Sacarosa «—» UDP-G «—» G6F ‘_ Almidon

\/ / Catabolismo

SnRK1—>de aallipidos
)|

v

Etileno —»SUB1A— T6P ——  Trehalosa
\\/ > l
miRNA156
_L Crecimiento
SPL

—| FT —— Floracion

Figura 8. Entrelazamiento de la sefializacion molecular de SUB1A, el ciclo circadiano, la induccién
hormonal y las rutas metabdlicas en la respuesta quiescente (Pefia-Castro, 2014).

Actualmente, se cuenta con informacién de expresion de genes circadianos y diurnos
para varias especies de plantas modelo en la base de datos DIURNAL (www.mocklerlab.org)
en la que se puede predecir el comportamiento génico individual mediante la respuesta de las

plantas y los datos genémicos.
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1.4 Desarrollos biotecnoldgicos y la respuesta a la inundacién

Debido a la gran importancia de los ERFs-VII en algunas variedades de arroz, en
especial de SUB1A-1, en el IRRI se desarrollé una estrategia basada en cruzas y seleccién de
plantas para introducir el locus SUB1 en varias variedades comerciales de arroz utilizadas por
los agricultores. Estas nuevas variedades SUB1 tienen una productividad superior en
condiciones de inundacion de hasta 3.8 toneladas por hectarea contra 1.6 toneladas de las
variedades normales y sin variar la calidad del grano (Septiningsih et al., 2008; Bailey-Serres
y Voesenek, 2010).

Inicialmente, en las Filipinas se prob0 esta variedad de arroz con muy buenos
resultados a pesar de estar sumergido a causa de las lluvias. El uso de esta nueva variedad
tiene un impacto econdmico importante en esta region y actualmente, las variedades de arroz
SUB1 se usan en la India, Bangladesh, Tailandia, Indonesia, Camboya, Myanmar, Nepal,

Filipinas y Vietnam (Jiménez, 2013; Bailey-Serres et al, 2010).

Por ejemplo, la introduccion del locus SUBL en la variedad Swarna (IRTP12715) de la
India dio como resultado la variedad Swarna-SUB1 (IRO5F102) que mantiene las
caracteristicas de la variedad original, ademas de que soporta inundaciones de hasta 17 dias
(Dar et al., 2013).

Recientemente, NuUfiez-Lopez et al. (2015) utilizaron la caracteristica de SUB1A-1 de
inhibicion de la floracion por represién del gen FT en Arabidopsis para aumentar la
concentracion de almidon en las plantas y mejorar sus caracteristicas como biomasa util para

la fabricacion de bioetanol.

1.5 La planta modelo Brachypodium distachyon

Brachypodium distachyon es una planta anual que pertenece al grupo de las
monocotileddneas de la familia Poaceae (Tabla 1), es originaria de Oriente Medio y del sur de
Europa y también se ha establecido en las zonas templadas de Australasia, América y Asia
(Hands y Drea, 2012).
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Brachypodium posee un genoma pequefio de 300 Mpb, cuenta con 5 cromosomas
(Draper et al., 2001), y llega a medir aproximadamente 20 cm de altura en la madurez. Tiene
una densidad de siembra de 1000 plantas/m?, en comparacién con otros cultivos como el trigo
que en el mismo espacio sélo acomoda a 50 plantas o 36 de arroz. Tiene un tiempo de
generacion de 8-12 semanas y sus requerimientos de crecimiento son simples (Vogel y Bragg,
2009).

Tabla 1. Clasificacion taxonémica de Brachypodium.

Clase Liliopsida
Orden Poales
Familia Poaceae
Subfamilia Pooideae

Los analisis han revelado que el genoma de Brachypodium es filogenéticamente mas
cercano a los genomas de cultivos econdmicamente importantes como el trigo, el arroz, la
cebada, y a varias gramineas potenciales para utilizarse como biocombustibles (Hong et al.,
2008; Huo et al., 2009).

Debido a su facil manipulacién en condiciones de laboratorio y a que posee un genoma
pequefio, se han desarrollado métodos de transformacion estable mediada por Agrobacterium
para el descubrimiento de la funcion de genes (Vogel y Hill, 2008; Alves et al., 2009).
Brachypodium estd desempefiando un papel importante en diversos estudios de respuesta al
estrés bidtico y abidtico, como asi como en diversos programas para la mejora de pastos para

la produccidn de biocombustibles (www.brachypodium.org; Garvin, 2007).

En un trabajo simultaneo al presente, en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la
UNPA, se realizd la basqueda de material genético tolerante a la inundacion en
Brachypodium, se pudo identificar un ecotipo tolerante Bd2-3 y uno susceptible Bd21. Con
estos materiales se obtuvo una base de datos transcriptdbmica (RNA-Seq) de los genes que
estan regulados durante dos dias de inundacion en los que se encontr6 un grupo de 20 factores
de transcripcion de respuesta a la inundacion, entre ellos 4 ERFs-VII (Rivera-Contreras,
2015).

15



2 Justificacion

México se encuentra rodeado por aguas oceanicas y por su ubicacion intertropical, es
un pais afectado por ciclones tropicales. A pesar de esto, no existe una buena planeacion sobre
los riesgos que estos fendmenos puedan causar ni variedades y seguros agropecuarios para los

sectores de la poblacién mas pobre que depende de la agricultura de autoconsumo.

En los paises desarrollados, existe mayor infraestructura y cuentan con mas recursos
institucionales, humanos y financieros, por lo que normalmente resisten mejor y se recuperan
mas rapido después de eventos catastréficos. En cambio, en los paises en desarrollo, una de las
causas principales de que los efectos de las perturbaciones naturales sean mayores, €s su

vulnerabilidad extrema a dichos eventos, especialmente en la agricultura.

La investigacion de los mecanismos de tolerancia y respuesta al estrés por inundacion en
plantas se ha convertido en un objetivo importante en la agricultura. Es basico para los
programas de mejoramiento que buscan hacer disponibles plantas capaces de tolerar ciertos

periodos de anegamiento o inundacion.

Debido al papel biol6gico central que tienen los ERFs-VII durante el estrés por inundacion
y a su éxito biotecnoldgico para conseguir variedades tolerantes a este estrés para disminuir
los riesgos y facilitar la planeacidn, en este estudio se caracterizaron los ERFs-VII de
Brachypodium distachyon, una planta modelo de alta sintenia con monocotileddneas de
importancia econdémica. Al momento, los miembros de la familia ERFs-V1I de Brachypodium
aun no se han estudiado, a pesar de la probabilidad de que estos genes tengan un papel

importante en muchos aspectos fisiolégicos.

16



3 Pregunta cientifica

¢Cudles Factores de Respuesta al Etileno se expresan durante la inundacién en

Brachypodium distachyon?

4 Hipotesis

Existen Factores de Respuesta al Etileno del grupo VII activos durante la inundacion en

Brachypodium distachyon.

5 Objetivos
5.1 Objetivo general

Caracterizar los Factores de Respuesta al Etileno de la Familia VII (ERFs-VII) de

Brachypodium distachyon que se expresen durante el estrés por inundacion.

5.2 Objetivos especificos

1. Identificar los ERFs-VII del tipo SUB1A en Brachypodium distachyon.
2. Analizar la secuencia de los ERFs-VII en Brachypodium distachyon.
3. Medir la expresion de los ERFs-VII de Brachypodium distachyon en condiciones normales.

4. Medir la expresion de los ERFs-VII de Brachypodium distachyon en condiciones de

inundacion.
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6 Estrategia Experimental

Figura 9. Estrategia experimental seguida en este trabajo.
Para conocer la identidad de los ERFs-VII se realizé un analisis bioinformatico con secuencias conocidas con las

que se obtuvieron secuencias del tipo ERFs-VII en Brachypodium y se realiz6 el disefio de oligonucleétidos para
cada una de ellas. Se utilizaron plantas de los ecotipos Bd21 y Bd2-3 de 15 dias de edad que se sometieron a
estrés por inundacion o en condiciones normales (control, sin inundar). Posteriormente, se realizaron colectas y se
extrajo RNA para el andlisis de la expresion por gPCR. Simultdneamente, se tomaron datos de RNA-seq con el
que se realizaron anélisis de ontologia de genes (GO). Bd21 y Bd2-3 son ecotipos de tolerancia contrastante
(sensible y tolerante, respectivamente); RAP/SUB1A son ERFs-VII; GO (Gene Ontology).
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7 Materiales y métodos
7.1 Busqueda de ERFs-VII en bases de datos

Para realizar la busqueda de los ERFs-VII en Brachypodium, se tom6 como referencia la
secuencia de nucleétidos de SUB1A (GeneBank: DQ011598) del arroz (Apéndice A; Fukao et
al., 2009). Con ella, se realiz6 en Brachypodium distachyon (taxid 15368) una busqueda
BLASTN en la base de datos NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Posteriormente, la
secuencia se tradujo a proteina con ayuda del programa EXPASy-Translate Tool
(http://web.expasy.org/translate/; Apendice A). Con la secuencia de aminoacidos se realizo la
busqueda de homologia por medio del algoritmo BLASTP de secuencia completa y de cada
una de las secciones antes (N-terminal) y después del dominio AP2 (C-terminal). Todas las

secuencias de aminoéacidos se obtuvieron de NCBI.

7.2 Andlisis de la estructura y creacion del arbol filogenético

Se obtuvieron las secuencias de aminoécidos de los cinco genes ERFs-VII de Arabidopsis
de www.arabidopsis.org (Apéndice A) que son: At1g53910 (RAP2.12), Atlg72360 (HREL),
At2g47520 (HRE2), At3g14230 (RAP2.2) y At3g16770 (RAP2.3) asi como las secuencias de
SUB1B (AK068688), SUB1C (NP_001062781.1), SNK1(AB510478) y SNK2 (AB510479),
estos ultimos cuatro, se obtuvieron de la base de datos de la NCBI. Con todas las secuencias se
realizaron  multialineamientos de  aminodcidos con el programa  ClustalW2
(http://lwww.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) y se compar6 la homologia con la secuencias de
SUB1A, RAP y HRE. De esta forma, se seleccionaron los homologos ERFs-VII en
Brachypodium (Apendice B). Se verificaron los codigos de acceso en las bases de datos de 1BI
Brachypodium (www.brachypodium.org) y PlantGDB (http://www.plantgdb.org/BdGDB/cgi-
bin/blastGDB.pl).

Para el analisis de la estructura de los ERFs-VI1I se tomaron como referencia las secuencias
de los ocho motivos conservados de la familia de ERFs-VII (CMVII) de Arabidopsis
reportados por Nakano et al. (2006). Para hacer una anélisis de dominios propio, se utilizo el
programa MEME versiéon 4.10.2 (Bailey y Elkan, 1994; meme-suite.org) con el cual se
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realizaron tres pruebas. En la primera se utilizaron solamente las secuencias de Arabidopsis
reportadas por Nakano et al. (2006). La segunda prueba consistié en introducir sélo las
secuencias obtenidas para Brachypodium y la tercera fue introducir todas las secuencias al
andlisis. En todas las pruebas se realiz6 en modo normal y posteriormente en modo
discriminativo (en este caso se introducian las secciones de secuencias de cada uno de los
ocho dominios de RAP2.12). También se realizaron pruebas para la distribucién de los
motivos en las secuencias (Cero 0 una ocurrencia por secuencia; una ocurrencia por secuencia
o cualquier numero de repeticiones). Para todos los tipos de andlisis se introdujeron las
secuencias seleccionadas en formato FASTA y se indicé la cantidad de dominios esperados
(Apéndice C).

Finalmente, se realiz6 un nuevo multialineamiento con MUSCLE en donde se incluyeron
las secuencias de SUB1A, SUB1B, SUB1C, SNK 1y 2, RAP2.3, RAP2.2, RAP2.12, HRE1 y 2
asi como los ERFs-VII de Brachypodium. Con él, se hizo la construccién de un arbol
filogenético con el método de Neighbor-Joining (con 1000 bootstrap) por el modelo de
Poisson con Pairwise Deletion utilizando el programa MEGA6 para Mac

(http://www.megasoftware.net/; Apéndice D).

7.3 Disefio de oligonucleotidos

A partir de las secuencias con mayor homologia que se obtuvieron con los
procedimientos anteriores, se descargé de NCBI la informacidn intron-exon predicha a través
de RNA-Seq de cada ERF-VII y se identificaron las regiones 5'UTR, 3'UTR, exon, intron y el
coddn de inicio. Del mismo modo, se identificaron estas regiones para el disefio de los

oligonucleotidos constitutivos (Apéndice E).

Una vez identificadas estas regiones, se realizd el disefio de los oligonucleotidos para
gPCR en la region cercana al 3'UTR con una Tm de 62 °C en IDT (www.idtdna.com >
Products & Servicies > Real time qPCR Assay Entry) y se sintetizaron por la compafiia
Macrogen (ver seccion de Resultados Tabla 12). Para el gen ERF-VII Bradi4g31040 el disefio
de oligonucleédtidos se realiz6 abarcando la zona del intrén para usarse como control de

ausencia de DNA genomico (gDNA).
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7.4 Material vegetal

Se utilizaron semillas de Brachypodium distachyon ecotipos Bd21 y Bd2-3 donadas por el
Departamento de Agricultura de Estados Unidos a través del Dr. David Garvin (USDA). Las
semillas se desinfectaron dentro de tubos tipos Falcon de 50 ml con 30 ml de hipoclorito
comercial 1:1 con agua destilada estéril (concentracién fina de hipoclorito de 1.6% w/v); se
agitaron en un orbital de mesa durante 5 min y se enjuagaron con agua destilada tres veces.
Posteriormente, se adiciond agua desionizada estéril y se incubaron a 4 °C en oscuridad

durante 4 dias para sincronizar la germinacion.

Las semillas de Brachypodium se crecieron en una mezcla de sustrato Sunshine No.3 y
perlita (3:1) previamente esterilizado (121 °C durante 15 min a 15 psi) adicionado con 3.08
g/L (equivalente a 2% w/w) de fertilizante Nitrofoska Perfect (15-5-20). Las plantas se
germinaron y crecieron en un cuarto de crecimiento controlado con humedad relativa de 60%,
bajo condiciones de dia largo (16 h de luz / 8 h de oscuridad), iluminacién de luz blanca de

180 pmol fotén m? s™ de intensidad y 23 °C de temperatura.

7.5 Tratamiento de estrés y colecta

A los 15 dias de edad después de la germinacion, las plantas se sometieron a estrés por
inundacion total en una bandeja grande de plastico que se llen6 completamente de agua de la
llave filtrada (30 cm de altura). La colecta del tejido aéreo se realizo en los tiempos 0 (planta
control), 2, 4, 8,12, 24 y 48 horas (para cada uno de los ecotipos) después de la inundacion, asi
como cada uno de sus controles que crecieron a un lado sin ser sumergidos. Estos tiempos
corresponden a los Zeitgeber Time (ZT) 13, 15, 17, 1,0+12, 0+24 y 0+48. El tejido se coloco
inmediatamente en papel aluminio, se introdujo en nitrégeno liquido y se guardd a -80 °C,

hasta su procesamiento.
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7.6 Extraccion de gDNA

Para la extraccion de gDNA se tomé una muestra control de Bd21 que se encontraba
almacenada a -80 °C y se coloco en un tubo de 1.5 ml congelado y se molid en nitrégeno
liquido con ayuda de un minipistilo estéril. Se afiadieron 500 pl de buffer de extraccién (EB,

Tabla 2), se disperso por inversion y se incubd durante 30 min a 65 °C en un termobloque.

Tabla 2. Componentes del buffer de extraccion.

Componente Cantidad
0.5MEDTApH.8 1ml
2.5 M NaCl 2ml
1 M Tris pH.8 0.5ml
10% SDS 0.4 ml
H,O desionizada 6.1 ml
Volumen total 10 ml

Posteriormente, se afiadieron 500 pl de cloroformo, se mezcld en vortex durante 10 s y se
centrifugo (Heraeus Pico 21, Thermo Scientific) a maxima velocidad (14,000 x g) durante 10
min; el sobrenadante se colocé en un tubo nuevo. Se afiadieron 500 ul de isopropanol, se
mezcl6 vigorosamente y se dejo incubar durante 30 min a temperatura ambiente. Se centrifugd
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 pl de etanol al 70% y se mezcld en vortex. Se
centrifugd la mezcla a maxima velocidad durante 7 min y se decanto el etanol. EI gDNA se
diluyé en 100 pl agua destilada desionizada estéril (ddH,O; Apéndice F) con RNasa A (2

ul/ml, EN0531, Thermo Scientific) y se incubo a 37 °C durante 30 min en un termobloque.

El gDNA se observo en un gel de agarosa al 1% (w/v Apéndice F) con buffer de corrida
TAE 1X (Apéndice F) y se visualizd en un fotodocumentador (Ingenius LHR, Syngene); se
utilizd como marcador de peso molecular a O'Gene Ruler 1KB DNA Ladder (SM1163,

Thermo Scientific).
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7.7 Calibracién de oligonucleotidos

7.7.1 PCR de control de calidad

Los oligonucledtidos se resuspendieron con ddH,0O afiadiendo el volumen correspondiente

en la informacion proporcionada por la comparia Macrogen (Apéndice G), posteriormente se

realizaron diluciones 1:10 de cada oligonucleétido (45 ul de ddH,O y 5 pl de oligonucleétido).

Se utilizd la enzima DreamTag Green PCR Master Mix 2X (K1081, Thermo Scientific).

Se prepard una mezcla maestra en tubos para PCR de 0.2 ml con los componentes de la Tabla

3 (utilizando los oligonucleotidos de la Tabla 12; seccion de Resultados). Se usé como control

positivo el gDNA extraido en la seccién 7.6 en una dilucion 1:50 (45 ul de ddH,O y 5 ul de

gDNA) y como control negativo una reaccion que contenia solo ddH,O.

Tabla 3. Componentes de la reaccion de PCR de oligonucle6tidos.

Componente Cantidad
ddH,0 5ul
DreamTaq Green MM 10 pl
Oligonucleotido F 2 ul
Oligonucledtido R 2 ul
gDNA 1:50 1pl
Volumen total 20 pl

Se utilizé el programa de ciclado con los pasos como se muestran en la Tabla 4 en un

termociclador automatico (Termociclador Maxy Gene Gradient, Axygen).

Tabla 4. Programa de PCR.

Desnaturalizacion inicial a 95 °C 3 min
Desnaturalizacion a 95 °C 30s
Alineamiento a 55 °C 30s 40 ciclos
Extensiona 72 °C 1 min
Elongacion final a 72 °C 5 min
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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).

7.8 Extraccion de RNA

Se utilizaron las muestras almacenadas a -80 °C de los tiempos 0, 2, 8 y 12 horas de Bd21
y Bd2-3. Se colocaron en tubos de 1.5 ml congelados y se molieron los tejidos en nitrégeno
liquido con ayuda de un pistilo estéril hasta que se obtuvo un polvo muy fino, evitando el

descongelamiento de la muestra.

7.8.1 Extraccion de RNA con TRIzol

Se utilizo el protocolo de TRIzol (15596-026, Life Technologies) que es una solucién
monofasica de fenol, isotiocianato de guanidina y buffers que facilitan el aislamiento del
RNA.

Las muestras de tejido macerado se mantuvieron en nitrogeno liquido. En una campana de
extraccion de gases se afiadio 1 ml de TRIzol por 50-100 mg de muestra de tejido, se incubé la
muestra homogeneizada durante 5 min a temperatura ambiente para permitir la disociacién
completa de los complejos nucleoproteicos. Posteriormente, se afiadieron 0.2 ml de
cloroformo por ml de TRIzol utilizado para la homogeneizacion. Se agitd el tubo
enérgicamente durante 15 s y se incub6 durante 2-3 min a temperatura ambiente. Se centrifugd
la muestra a 12,000 x g (11,237 rpm; para la conversion de unidades se utilizaron las
ecuaciones 1 y 2 del Apéndice H; donde r = 85 mm y rfc= @) durante 15 min a 4 °C

(centrifuga Universal 320 R, Hettich Lab Technology).

Se transfirié por pipeteado la fase acuosa de la muestra inclinando el tubo 45° y se coloco
en un tubo nuevo. Se afiadieron 0.3 ml de cloroformo, se centrifug6 a 12,000 x g (11,237 rpm)
y se removio la fase acuosa a un tubo nuevo. Se afiadieron 0.75 ml de isopropanol a la fase
acuosa por cada ml de TRIzol y se incub6 a temperatura ambiente durante 10 min. Luego, se
centrifug6 a 12,000 x g (11,237 rpm) durante 10 min a 4 °C. Se eliminé el sobrenadante del

tubo, dejando solo la pastilla de RNA y se lavé con 1 ml de etanol al 75% por cada ml de
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TRIzol. Se llevd la muestra al vortex, y luego se centrifug6 a 7,500 x g (8,884 rpm) durante 10
min a 4 °C. Se desecho el lavado y se seco el precipitado de RNA hasta que la pastilla de RNA
estuviera transparente (40 min aproximadamente). Posteriormente, se resuspendio en 50 pl de
agua con dietilpirocarbonato (DEPC; Apéndice F) y se mezcld por vortex hasta disolver
completamente la pastilla.

7.8.1.1  Verificacion de la integridad y cuantificacion de la concentracion del RNA

La integridad del RNA se verifico en un gel de agarosa al 1% (w/v) con buffer de
corrida MOPS 1X (Apéndice F) y se visualizd 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
resuspendido (agua o buffer de elucion) y se verifico que la relacion 260/280 y 260/230 fueran

de 2 0 mayor.

7.8.1.2  Digestion con DNAsa

Se utiliz6 la enzima DNAse | (EN0521, Thermo Scientific) que contiene los

componentes que se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Componentes de la digestion con DNAsa.

Componente Cantidad
Buffer 10X 5ul
DNAse | 8 ul
RNA -
H,O DEPC Necesario
Volumen final 50 pl

Se ajustd el volumen de RNA para la reaccion de digestion dependiendo al mayor

volumen de RNA para la concentracion necesaria y se afiadio el volumen correspondiente de
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agua DEPC a cada una de las muestras, posteriormente se afiadieron los deméas componentes
de la reaccion. Los tubos se colocaron en una gradilla y se incubaron las muestras a 37 °C

durante 30 min.

7.8.1.3  Purificacion de RNA con Direct-zol y Trizol.

Se utilizo el kit Direct-zol RNA MiniPrep (R2050, Zymo Research); se adicionaron 100 pl
de agua DEPC a cada solucién de RNA a purificar (volumen final 150 pl). Posteriormente, en
una campana extractora de humos (CH-76, Prendo) se adicionaron 150 pl de TRIzol a cada
tubo y se mezcld por vortex durante 5 min. Se afiadieron 300 pl de etanol al 100% y se mezclo
por vortex (volumen final 600 pl). La mezcla se pasé por una columna (Zymo-Spin IIC
Column) con el tubo colector proporcionado por el fabricante y se centrifugé a 10,000 x g

durante 1 min a temperatura ambiente.

La columna se transfirié a un tubo colector nuevo y se afiadieron 400 pl de Direct-zol
RNA PreWash a la columna. Se centrifug6 (Heraeus Pico 21, Thermo Scientific) a 10,000 x g
durante 1 min a temperatura ambiente, se descart6 el flujo que atraveso, y se afiadieron 400 pl
de Direct-zol RNA PreWash a la columna y se centrifugd nuevamente a 10,000 x g durante 1
min a temperatura ambiente. Se afiadieron 700 pl de RNA Wash Buffer a la columna y se
centrifugé a 10,000 x g durante 1 min a temperatura ambiente, se descartd el flujo que

atravesé y para la remocién completa de etanol, se centrifugé de nuevo por 2 min.

La columna se transfiri6 a un tubo nuevo de 1.5 ml y se afiadieron 20 pl de
DNAse/RNase-Free Water, se dejo incubar durante 1 min y se centrifugd a 10,000 x g durante
1 min. El flujo que atraveso se recuper6 con ayuda de la pipeta y se colocé de nuevo en la

columna; se centrifugé a 10,000 x g durante 1 min.

La integridad del RNA y su cuantificacion se realiz6 de acuerdo a lo indicado en la

seccion 7.8.1.1.
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7.8.2 Extraccion, digestion y purificacion de RNA sélo por Direct-Zol

Para la segunda réplica experimental de RNA, se utilizo el kit Direct-zol RNA MiniPrep
(R2050, Zymo Research). Se agregé 1 ml de TRI Reagent por 100 mg de tejido, se
homogeneiz6 en vértex durante 5 min a temperatura ambiente, se centrifugé a 12,000 x g

durante 2 min a temperatura ambiente y el sobrenadante se transfirié a un microtubo de 2 ml.

Para la purificacion del RNA se realiz6 como se describié en la seccién 7.8.1.3 con la
excepcion que la digestion con DNAsa se realizo directamente en la columna del kit y se
empleod la DNAsa provista en el kit. Para ello, se agregaron 80 pul de DNAsa | Reaction Mix (5
ul de DNAse |'y 75 pl de DNA Digestion Buffer) directamente en la columna y se incubo a
20-30 °C durante 15 min. Se afiadieron 400 ul de Direct-zol RNA PreWash a la columna y se
centrifugo a 10,000 x g durante 30 s y se descart6 el flujo que atravesd. Este paso se repitio

una vez mas.

Se afiadieron 700 pl de RNA Wash Buffer a la columna y se centrifugo a 10,000 x g
durante 2 min a temperatura ambiente, se descartd 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 centrifug6 a 10,000 x g durante 30 s, el flujo que atravesé se recuperd con ayuda
de la pipeta y se colocé de nuevo en la columna. Para eluir, se centrifug6 a 10,000 x g durante

1 min.

La integridad del RNA y la cuantificacion se realiz6 de acuerdo a lo indicado en la seccion
7.8.1.1.

7.9 Sintesis de DNA complementario (cDNA) y control de calidad
7.9.1 Verificacion de ausencia de gDNA

Se realizd una PCR para verificar la ausencia de gDNA en las muestras de RNA. Para ello,
se utilizo la enzima DreamTaq Green PCR Master Mix 2X (K1081, Thermo Scientific).
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En tubos para PCR de 0.2 ml, se preparé una mezcla maestra con los componentes de la
Tabla 6. Del RNA purificado de las secciones 7.8.1.3 y 7.8.2 se realizd una dilucion 1:20 (0.5
pl de RNA 'y 9.5 pl de ddH,0) y se us6 como templado.

Como control positivo, se emplearon 2 pl gDNA 1:50 y como control negativo una

reaccién que contenia solo ddHO.

Tabla 6. Componentes de la PCR verificacion de ausencia de gDNA.

Componente Cantidad
ddH,0 5ul
DreamTaq Green MM 10 pl
Oligonucledtido F 2 ul
Oligonucleotido R 2 ul
RNA 1:20 1pl
Volumen total 20 pl

Se utilizé el programa de ciclado con los pasos como se muestra en la Tabla 4 (de la
seccion 7.7.1) en un termociclador automatico (Maxy Gene Gradient, Axygen).

Los productos de PCR se verificaron en un gel de agarosa al 2% (w/v) con buffer de
corrida TAE 1X y se visualizd en un fotodocumentador. Se utiliz6 como marcador de peso
molecular 1Kb Plus DNA Ladder (10787-108, Invitrogen).

7.9.2 Sintesis de cDNA

Se utilizd la enzima retrotranscriptasa de kit Maxima First Strand cDNA Synthesis
(K1642, Thermo Scientific). Se prepar6 una mezcla maestra con los componentes de la Tabla
7. Se afadi6 el volumen necesario para usar 2.15 g de RNA y se completd con agua libre de

nucleasas hasta un volumen de 14 pl.
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Tabla 7. Componentes de la sintesis de cDNA

Componente Cantidad
5X Reaction Mix 4 ul
Maxima Enzyme Mix 2 ul
RNA -
ddH,0 Necesario
Volumen total 20 pl

Se incubaron las muestras en un termociclador (TC-512, Techne) a 25 °C durante 10
min seguido de 50 °C 30 min, para terminar la reaccion a 85 °C por 5 min. Se prepararon
diluciones 1:10 del cDNA sintetizado (6 pl de cDNA 'y 54 ul de ddH,0).

7.9.3 PCR de verificacion del cDNA

Se utilizd6 la enzima DNA polimerasa del kit DreamTaq Green PCR Master Mix 2X
(K1081, Thermo Scientific); se utilizaron tubos para PCR de 0.2 ml y se prepar6 una mezcla
maestra con los componentes de la Tabla 8. Se usé a Bradi4g31040 como control de ausencia
de gDNA por tener un intron dentro de su amplicon gendmico (Tabla 12). Se usé como
control positivo 2 pul de gDNA dilucion 1:50 y como control negativo una reaccion que

contenia solo ddH,0.

Tabla 8. Componentes de PCR de verificacion de cDNA.

Componente Cantidad
ddH,0 5ul
DreamTaq Green MM 10 pl
Oligonucledtido F 2 ul
Oligonucledtido R 2 ul
cDNA 1:10 1l
Volumen total 20 pl
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Se utilizé el programa de ciclado con los pasos como se muestra en la Tabla 4 (de la
seccion 7.7.1) en un termociclador automatico (Termociclador Maxy Gene Gradient, Axygen).

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

7.10 Analisis de la expresion mediante gPCR

Se utilizd la enzima DNA polimerasa del kit Maxima SYBR Green gPCR Master Mix
(2X), sin ROX (KO0251, Thermo Scientific). Se preparé la mezcla maestra con los

componentes en la Tabla 9.

Tabla 9. Componentes de gPCR.

Componente Cantidad
SYBR Green gPCR MM sin ROX 10 pl
Oligonucledtido F 2 ul
Oligonucledtido R 2 ul
cDNA 1l
H,O del kit 5ul
Volumen total 20 ul

La enzima Maxima SYBR Green se cubri6 con papel aluminio y se descongelé en hielo.
Después de mezclarse suavemente por inversion, se preparé una mezcla maestra en un tubo de
1.5 ml; se afadi6 primero el H,O que acompafia el kit, posteriormente la enzima Maxima
SYBR y se mezclo por inversion y pipeteo ligero. Se centrifugo durante algunos segundos y se

verifico la ausencia de fases en la mezcla a contraluz.

Después, la mezcla se distribuy6 en tubos para PCR de 0.2 ml que contenian la cantidad de
oligonucleotidos y molde necesarios. Las mezclas se agitaron suavemente 30 veces por
inversion y se centrifugaron durante unos segundos, se verifico nuevamente que la mezcla

estuviera homogénea y se realiz6 el llenado de la placa para qPCR (de 96 pozos); en cada
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pozo se afiadieron 20 ul de mezcla cuidando que no se formaran burbujas, al término del

llenado, se colocd una cinta protectora translucida a la placa (4360954, Thermo Scientific).

La PCR cuantitativa se hizo en un termociclador (PikoReal Real-Time PCR System,

Thermo Scientific) utilizando el software PikoReal 2.2 (Thermo Scientific) con el programa

de ciclado que se muestra en la Tabla 10 y deteccion de SYBR green.

Tabla 10. Programa de gPCR.

Activacion de la polimerasa y

desnaturalizacion inicial a 95 °C 10 min
Desnaturalizacion a 95 °C 15s
Alineamiento a 56 °C 30s 40 ciclos
Extensiona 72 °C 30s
Elongacion final a 72 °C 30s

Curva Melting de 60-95 °C

Temperatura de enfriamiento a 25 °C

7.10.1 Método comparativo del AACT

El ciclo umbral (Ct) corresponde al ciclo de PCR en que la sefial fluorescente de

SYBR Green cruz6 la linea llamada umbral colocada arbitrariamente. EI Ct se usO para

cuantificar la expresion de los genes mediante el método comparativo AACt (Schmittgen y

Livak, 2008). Se compard la expresion de un gen de interés (GI) en dos muestras diferentes

(control y muestra tratada), en la que cada muestra esta relacionada con un gen de control

interno (CI). Se presentan los datos como valores de duplicacion o Fold Change, que se

determina por la ecuacion 3.

Fold Change = 272Ar

Donde:

Z_AACT = [(CT Gl — CT Cl)muestra tratada — (CT GI — CT Cl)muestra control ]

Ec.3
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7.11 Control de calidad de oligonucleétidos
7.11.1 Eficiencia de oligonucleétidos

Para verificar la eficiencia de oligonucledtidos se utilizd6 cDNA sintetizado de RNA de
Bd21 de dos dias de estrés con una cantidad total de 4,000 ng. Se realizaron diluciones de
cDNA 1:4, 1:16, 1:64 y 1:256 como se muestra en la Figura 10 para obtener un cambio de
magnitud de dos C+ entre diluciones. Para calcular la eficiencia, los valores de % de eficiencia

y coeficiente de determinacion (R?) se analizaron con el software PikoReal 2.2.

Figura 10. Preparacion de las diluciones para la determinacién de la eficiencia de amplificaciéon de
oligonucled6tidos.

7.12 Andlisis de la expresion de ERFs-VII de Brachypodium por gPCR

Para el analisis de la expresion por gPCR se utilizo el cDNA de los ecotipos Bd21 y Bd2-3

en los tiempos 0, 2, 8 y 12 h, control e inundacion.

Se utilizaron como control constitutivo para la normalizacion del gPCR a ACTINA
(ACT, Bradi2g24070) y UBIQUITINA (UBI, Bradilg32860). Se sigui6 el programa de gPCR
como se muestra en la Tabla 10.
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7.13 Analisis por secuenciacion de RNA

Los datos de secuenciacion por RNA (RNA-Seq) fueron proporcionados por la bidloga
Irma Karla Rivera Contreras (Gene Expression Omnibus, GEO GSE74222). Se realizd un
analisis de ontologia de genes (GO) en la base de datos de Phytozome 10.3. Los datos se
ordenaron de acuerdo al nivel de expresion. Se consideraron regulados positivamente a
aquellos que tuvieran un valor LogFC > 1.5. Posteriormente se generd una lista con los
resultados y en Phytozome 10.3 se seleccioné la herramienta PhytoMine. En la seccién de
Analyze se introdujo la lista y se generd una tabla. Se selecciond Gene Ontology Enrichment y
se ajustaron los pardmetros Test Correction (Bonferroni), Max p-value (1.0) y Ontology
(Biological_process) y posteriormente se guardaron los bloques de genes como tablas de

Excel.
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8 Resultados y discusion
8.1 Busqueda bioinforméatica

La identificacion de los genes ERFs-VII en Brachypodium se realiz6 utilizando la
secuencia de SUB1A del arroz como referencia, las busquedas se hicieron con ayuda de la
herramienta BLAST en la base de datos de la NCBI para Brachypodium. De la comparacién
efectuada con BLASTN para la secuencia de nucleétidos de SUB1A no se obtuvieron
resultados prometedores para EFRs-VII (Figura 11). Sélo se obtuvieron cuatro secuencias que
cubrieron 100 nt de los 800 enviados. Lo anterior indica, que la secuencia de nucledtidos es

altamente especifica de cada proteina.

Figura 11. Busqueda BLASTN de la secuencia de nucleétidos de SUB1A en el genoma de Brachypodium.

A continuacion, se utilizé la secuencia de aminoacidos y se realizo un BLASTP
introduciendo la secuencia completa de SUB1A. Como resultado, se obtuvieron 100
secuencias que alinearon con el dominio conservado AP2 que consta de 60-70 aminoacidos.
En la Figura 12 se observa que AP2 corresponde a las lineas de color verde y rosa (50-80 y
80-200 amino4cidos alineados, respectivamente).

AP2 se presenta en una gran familia de genes (Liu et al., 1999), ademas de los ERFs-
VII. Nakano et al. (2006) determinaron por analisis bioinforméaticos que hay 122 genes en
Arabidopsis y 139 genes en arroz que contienen en su secuencia un dominio caracteristico
AP2, por lo tanto, esto no fue un buen criterio de seleccion de los ERFs-VII. De esta forma, se
realizaron dos pruebas seccionando a la secuencia de SUB1A en la regién de N-terminal y el

C-terminal, en ambas secciones se omitid al dominio AP2.
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Figura 12. BLASTP de la secuencia completa de aminoacidos de SUB1A en NCBI.
Se indica con flechas los ERFs-VII identificados por la presencia del dominio CMVII-1.

Para la prueba de la seccion C-terminal sélo se obtuvieron tres resultados los cuales
cubrieron <40 aminoacidos como lo representan las barras negras (Figura 13); dos eran las
enzimas (citocromo P450 y quinasa), el tercer resultado fue un ERF que no pertenece al grupo
VIl a pesar de poseer un 53% de identidad, pues al verificar la cobertura de 16% se observo
que solo 9 aminoécidos se encontraban alineados, ademas no cuenta con el dominio
caracteristico MCGGAI (I/L) en la region del N-terminal (Figura 14); por lo que en este
analisis no se obtuvo informacién sobre los genes candidatos en la respuesta al estrés por

inundacion.
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Figura 13. BLASTP de la seccion del C-terminal de la secuencia de aminoacidos de SUB1A en NCBI.

Figura 14. Alineamiento del resultado del BLASTP en NCBI de XP_003573983.1.

El BLASTP de la seccion N-terminal de SUB1A presentd mejores resultados ya que se
obtuvieron 19 secuencias candidatas; los resultados obtenidos cubrieron <40 aminoacidos
alineados en su secuencia (barras negras, Figura 15). Estas secuencias tuvieron un porcentaje
de identidad de entre 29-67% Yy una cobertura del 9-100%. Sin embargo, s6lo dos secuencias
mostraron alineamiento con el dominio MCGGA (I/L) (Bradi1g72450 y Bradi3g60120; Figura
15) el alineamiento obtenido por BLASTP muestra que hay una region presente en las 19
secuencias antes del dominio AP2 que tiene una longitud de 12-14 aminoacidos que
corresponde al dominio CMVII-3 KRKRKN que es una secuencia de sefializacion nuclear
(Figura 16; Nakano et al., 2006).

Se descargaron todas las secuencias del resultado del BLASTP para la seccién N-
terminal ya que de las 19 secuencias obtenidas solo 2 (XP_003561984.2 y XP_010236158.1)
estaban alineados los aminoacidos iniciales. Con las 19 secuencias se realizo un alineamiento
con el que se discriminaron aquellas que no tuvieran el dominio caracteristico MCGGAI (/L)
en la seccion N-terminal (Liu et al., 1999; Nakano et al., 2006; Licausi et al., 2011) lo que dio

como resultado siete secuencias ERFs-VII (Tabla 11).
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Figura 15. BLASTP de la seccion del N-terminal de la secuencia de aminoacidos de SUB1A en NCBI.
Se indica con flechas los ERFs-VII identificados por la presencia del dominio CMVII-1.

Figura 16. Resultados de alineamientos del BLASTP de la seccion de CMVI11-3 de SUB1A en NCBI

Con las secuencias de aminoacidos y de nucleétidos en formato FASTA se identifico

en la base de datos NCBI su ubicacion en los cromosomas y el tamafio de la secuencia de
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aminoéacidos para cada ERF-VII de Brachypodium (Tabla 11). También se pudo identificar
que habia dos genes ERFs-VII en tandem (Bradilg72450.1 y Bradilg72457.1) reportados
como uno so6lo. No obstante, en las bases de datos de Brachypodium.org y Phytozome 10.3 se
observan como dos ERFs separados (Apéndices E y J). Asi, encontramos un total de ocho
secuencias tipo ERFs-VII.

Tabla 11. Proteinas ERFs-VII para Brachypodium, resultado del analisis en bases de

datos.
NUmero Nombre Codigo de acceso Cromosoma | Aminoacidos
NCBI
1 Bradi3g60120.3 | XP_010236158.1 3 394
2 Bradilg46690.3 | XP_003564157.1 1 351
3 Bradi4g31040 | XP_003578162.1 4 401
4 Bradilg17960.1 | XP_003559809.1 1 219
5 Bradilg72450.1 | XP_003561984.2 1 344
6 Bradilg72457.1 | XP_003561984.2 1 307
7 Bradi2g11890.1 | XP_003567604.1 2 197
8 Bradi2g27920.1 | XP_003568621.1 2 168

8.2 Andlisis de la estructura y creacion del arbol filogenético

Para el analisis de la estructura, se realizaron multialineamientos (alineamiento con
MUSCLE, Apéndice I) utilizando las secuencias de SUB1A, SUB1B, SUB1C, SNORKEL 1y
2, las cinco secuencias de Arabidopsis asi como las de Brachypodium. Con esta informacion
se realizaron arboles filogenéticos. A partir de este analisis, se puede observar cémo las
proteinas SUB y SNK del arroz se encuentran en un clado separado lo que indica que estos
genes son unicos de arroz (Figura 17). Ademads, se observo la separacion previamente
reportada que existe entre SUB1C con SUB1A y SUBI1B (Fukao et al., 2009; Puciarello y
Perata, 2013). SUBL1C se considera el ancestro de estos dos genes (Fukao et al., 2009). A pesar
de que Brachypodium y el arroz pertenecen a la familia de las monocotiledoneas, tienen

habitos de crecimiento muy diferentes, donde el arroz incluso se considera semi-acuética
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(Voesenek y Bailey-Serres, 2015). Adicionalmente, debido a que el arroz es una planta
domesticada y Brachypodium es una planta silvestre, se ha encontrado que el gen SUB1A ha
tenido una fuerte seleccion humana a partir de variedades silvestres de nicho ecologico muy

estrecho (Puciarello y Perata, 2013).

Las proteinas ERFs-VII que se encontraron en Brachypodium se agrupan con las
reportadas en Arabidopsis (Figura 17). De forma similar, Tamang et al. (2014) encontraron
nueve ERFs-VII en la soya que tienen una estrecha relacion con HRE1, HRE2, RAP2.2,
RAP2.3 0 RAP2.12. A pesar de ser plantas mono y dicotiledoneas, se infiere que han generado

mecanismos de tolerancia a la inundacién muy similares que involucran a los ERFs-VII.

| I Bradi2g11890
Bradi1lg17960

At2g47520/ERFT1/HRE2
99 At1g72360/ERF73/HRE1
Bradi1g72457

Bradi1g72450

Bradi2g27920

99 Bradi3g60120
—1 Bradi1g46690

Bradidg31040
At3g16770/ERFT2/RAP2.3
At3g14230/ERF75/RAP2.2

| |
* 100k At1953910/ERF74/RAP2.12
97 SNORKELT1
SNORKEL2 }
sSuB1C
96 SUB1A
gsl SUB1B

0.1
Figura 17. Arbol filogenético de los ERFs-VII de arroz, Arabidopsis y Brachypodium obtenido del
multialineamiento con MUSCLE.
En rojo ERFs-VII constitutivos; azul inducibles, verde y lila ERFs-VII de arroz.

Tanto el alineamiento usando ClustalW como MUSCLE apoyan la hipotesis de que hay
dos grupos de ERFs-VII en Arabidopsis y Brachypodium. Las diferencias observadas se deben
a que el arbol filogenético generado a partir del multialineamiento con MUSCLE se realiza a

partir de bloques o dominios conservados entre las proteinas mientras que el
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multialineamiento con ClustalW se basa en multialineamientos de aminoacidos conservados
(Figura 18).

100 At3914230/ERF75/RAP2.2 7
At1g53910/ERF74/RAP2.12 }
100 Bradi3g60120
| 87 Bradi1g46690 ]
Bradi4g31040 ]
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. Bradi2g11890
o1 Bradi1g72450
96 At1g72360/ERF73/HRE1
At3g16770/ERF72/RAP2.3
99 Bradi2g27920
Bradi1g72457 ]
80 SNORKEL1 7
I SNORKEL2
SUB1C
100 SUB1A
99 SUB1B _
0.1

Figura 18. Arbol filogenético de ERFs-VII utilizando el multialineamiento ClustalWw.
En rojo ERFs-VII constitutivos; azul inducibles, verde y lila ERFs-VII de arroz.

8.3 Andlisis de dominios conservados en Brachypodium

Los ERFs-VII de Brachypodium identificados se analizaron con el programa MEME
4.2.10 donde se obtuvieron los motivos conservados. De estos andlisis, se observé que hay dos
grupos de proteinas en los ERFs-VII tanto en Arabidopsis como en Brachypodium. El primer
grupo son aquellos con homologia con los ERFs-VII constitutivos de Arabidopsis (RAP 2.2,
RAP 2.12 y RAP2.3) y son Bradi3g60120, Bradilg46690, Bradi4g31040. El segundo grupo es

40



homologo con los ERFs-VII inducibles por hipoxia de Arabidopsis (HRE1 y HRE2) y son
Bradilgl17960, Bradi2g11890, Bradilg72457, Bradi2g27920 y Bradilg72450.

Con el programa MEME, se hicieron diferentes tipos de analisis para poder replicar los
resultados obtenidos en Arabidopsis por Nakano et al. (2006). A través de la busqueda de
dominios, se logro identificar siete de nueve dominios reportados, en todos los casos no se
identifico a CMVII-3 ni a CMVII-8. En el Apéndice C, se pueden apreciar los resultados
completos para todas las demés secuencias de Arabidopsis. EI dominio CMVII-3 est4
inmediatamente adyacente a AP2 por lo que se pudo haber ocultado su deteccidén automatica,
el dominio CMVII-8 sblo esta presente en 2 ERFs de 5 y por esto no se pudo detectar (Figura
19).

Figura 19. Analisis de dominios en el ERF-VII RAP2.12 de Arabidopsis en MEME bajo modo normal y
tres diferentes tipos de analisis.

Las flechas verdes indican la localizacidn reportada por Nakano et al. (2006), las flechas naranjas indican si ese
dominio se detecto.

En la Figura 20 se puede observar el andlisis utilizando el modo de discriminacion, en este
caso, se introdujeron como control al andlisis las secuencias de los ocho dominios ya
reportados para Arabidopsis. Con cero 0 una ocurrencia por secuencia, se identificaron solo
cinco motivos conservados, en este caso no se identific6 CMVII-2 y el analisis mostrd
parcialmente la secuencia de aminoacidos de RAP2.12 por lo que no se obtuvo informacion de
los demas dominios. En el andlisis con una ocurrencia por secuencia, de igual manera se
identificaron cinco dominios conservados; los que no se lograron observar fueron CMVII-2,
CMVII-7, CMVII-4 y CMVII-5. En el caso del andlisis realizado con cualquier nimero de
repeticiones, no se logré identificar al CMVII-2 y CMVII-8.
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Figura 20. Analisis de dominios en el ERF-VII RAP2.12 de Arabidopsis en MEME bajo modo
discriminativo y tres diferentes tipos de analisis.

Las flechas verdes indican la localizacion reportada por Nakano et al. (2006), las flechas naranjas indican si ese
dominio se detecto.

En estos analisis a pesar de haber introducido como control las secuencias de los ocho
motivos de Arabidopsis, la herramienta MEME no identificd todos los motivos dentro de la
secuencia de RAP2.12, también se puede observar que en todos los andlisis hay un motivo en
la region del C-terminal (6, 8 y 5 del analisis en modo normal y 4, 5 y 6 en el analisis con

discriminacion) que no fue reportado por Nakano et al. (2006) (Apéndice C).

Por lo tanto, el analisis en conjunto del modo normal y el discriminativo ayudan a la
obtencion de todos los dominios reportados para Arabidopsis. Cuando estas mismas pruebas
se realizaron para Brachypodium en modo normal y modo discriminativo, utilizando a
Bradi3g0120 como referencia (ya que fue el que presentd mas dominios conservados), indican
que posee hasta nueve dominios conservados, incluyendo al dominio AP2. En el Apéndice C,
se encuentran los analisis MEME para todos los ERFs-VII identificados de Brachypodium y

en la Figura 21, se reporta el resumen de todos estos analisis.
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Figura 21. Analisis de dominios en el ERF-VII Bradi3g60120 de Brachypodium en MEME bajo modo
normal y discriminativo en tres diferentes tipos de analisis.

El primer renglén corresponde a cero o una ocurrencia por secuencia, el segundo corresponde a una ocurrencia
por secuencia, el tercero a cualquier nimero de repeticiones tanto en modo normal como discriminativo (en este
Gltimo no se presenta el analisis con cualquier nimero de repeticiones).

Se concluyo que, al igual que los arboles filogenéticos, el analisis asistido de dominios
indica que hay dos tipos de ERFs. Aquellos constitutivos poseen mas dominios proteicos en
comparacién con los inducibles (hasta un total de 9 dominios conservados). En los ERFs-VII
inducibles los que mas se conservan son el CMVII-1, CMVII-3 y CMVVII-5 (utilizando la
nomenclatura ya establecida para los dominios de los ERFs-VII de Arabidopsis) y AP2. En la
Figura 22, se hace un resumen grafico de los resultados anteriores, y se puede observar que

algunas secuencias poseen parcialmente algunos dominios en comparacion a RAP2.12,
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Figura 22. Comparacion de los dominios conservados entre Brachypodium y Arabidopsis.

La construccion de Arabidopsis fue en base a lo reportado por Nakano et al. (2006). Para Brachypodium, se
utilizé el andlisis de dominios asistido por MEME y la comparacién manual. La barra verde indica ERFs-VII de
Arabidopsis y Brachypodium constitutivos y en azul los inducibles; N: localizacién nuclear. En cuadros
discontinuos se indican dominios parciales.

8.4 Estructura genica de los ERFS-VII de Brachypodium

A partir de los multialineamientos realizados, se determind que las secuencias
seleccionadas de Brachypodium poseen una region N-terminal muy similar ademéas de
contener un dominio AP2 por gen (Figura 5). En la Figura 23, se observan las estructuras
génicas de cada uno de los ERFs-VII donde se detectd que todos poseen un intrén en su
estructura salvo Bradi4g31040 que posee dos. Para el disefio de los oligonucledtidos que se
usaron para la medicion de la expresion génica, se tomd la seccidn génica que corresponde al
extremo C-terminal, y a su vez en la regiébn mas cercana al 3'UTR. Lo anterior debido a que es
una seccion mas variable y de este modo, aumentar la seguridad de que el producto de la
amplificacion corresponda al transcrito correcto.
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En el caso de Bradi4g31040, se explotd la presencia del intron en el disefio para que los
oligonucleotidos lo abarcaran y asi, sirvio como control para confirmar que en la extraccion de
RNA no se tenia contaminacion por DNA (Apéndice J se pueden observar las regiones
gendmicas de NCBI).

Bradi2g27920 5' — 3!

Bradilg46690 5' 3

Bradi3g60120 5' 3
Bradi2gl1890 5' — 3

Bradi4g31040 5' — 3!
Bradilgl7960 5'
Bradilg72450 5' —3

Bradilg72457 5' - 3

Figura 23. Estructura de los genes ERFs-VII de Brachypodium a partir de NCBI.
El color verde representa la zona del 5'UTR, en azul el exdn, la linea representa la zona del intrdn y el color lila al
3UTR.

Para confirmar las hipotesis de grupos de expresion que el andlisis bioinformatico
permitio postular, se realizaron mediciones de expresion génica con los oligonucledtidos de la
Tabla 12.
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Tabla 12. Oligonucleotidos sintetizados para Brachypodium

Gen Oligonucle6tido Secuencia Tm (°C) [ Amplicon Ef"(:('yir)]c'a R?
. Bradi920F CTCTTGTAGCCTTGACTGTCG 62.1
Bradi2g27920.1 I - jio20R TTATTTTGGATCAGAGGGTCCTG 62.1 116 10229 | 0.9
Bd690-5F CTACCACCTGTGATGGGTAATG 62
Bradi1g46690.3 202 9821 | 099
. Bd690-5R GCACCAATAGACCTCAGATCC 62
radiage0120.3 |Ere0IL20F CACCAAGACTCCAGATACAACG 62.4 o 2 | oss
Bradi120R ACCCTTCACAACCGCATATTC 62.7
BradiggoF ATGGCGTACGAGAACTACATG 618
Bradi2g11890.1 —— 147 9773 | 099
Bradigoor GGACACTGATTTCTGCCACTAG 625
Bradi040F GGCAAGTAATGTGGATGTCTG 61 250
Bradi4g31040.1 ; gDNA/ | 1074 | 098
Bradi040R AACCATAGCGGATATAACCTGC 621|100 cONA
Bradi960F ATCAGCAGCAACAGGA 1
Bradi1g17960.1 |—or2a000 CAGCAGCAACAGGAGG 616 82 13429 | 097
Bradi960R ACCACTAATTACATAGACACGGC 62.2
Bradi450F GTTCGTGTAAATGCAGAGCG 615
Bradi1g72450.1 —— 83 93.6 0.99
Bradi450R CCGATCCAAGGAAAAGGGAAG 62.6
. Bradi457F TTCTCTGCTATTACTGCCGC 61.9
Bradilgr2457.1 0 Gi4s7R CACGTCGAAATATGGCATTGG 61.8 81 103.83 | 0.9
UBI-860F ACTTGCTTCTGTCTGGGTTC 62
Bradi1g32860.1 2 113, .
radi1932860.1 51 860R GTAGAATTACACACGGGCTCA 62 03 358 | 099
ACT-070F TGTCCACATGAAGTGCTTCTAA 62
Bradi2g24070.1 202 11358 | 0.99
ACT-070R | CAGGTATACCATTACGACCATACAA 62




8.5 Control de calidad y anélisis de la expresion.

Para demostrar la calidad de los oligonucleétidos disefiados se realizé una serie de pasos
de verificacion. Primero, se extrajo gDNA de los ecotipos de Bd21 y Bd2-3 que se observaron

como bandas de alto peso molecular en la parte superior del gel, (Figura 24).

Posteriormente, se realiz6 una PCR con los oligonucle6tidos disefiados (Tabla 12) con la
que se verifico que se obtuvieran productos del tamafio esperado en el gel de agarosa al 2%,
las bandas que se observan en los controles negativos corresponden a los oligonucle6tidos que

no se sintetizaron durante la reaccion (Figura 25).

Figura 24. Gel de agarosa al 2% de la extraccion de gDNA.
1: DNA de Bd21 y 2: DNA de Bd2-3; M: marcador de peso molecular.

Figura 25. Comprobacidn de los oligonucleétidos a partir del gDNA.

Se utilizé como control negativo (-) H,O; en el gel se pueden observar diferentes tamafios de banda dependiendo
cada oligonucleétido. Las abreviaturas utilizadas corresponden al nombre del oligonucleétido utilizado como se
muestra en la Tabla 12.
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Para utilizar oligonucledtidos en gPCR, se debe asegurar que en cada ciclo se obtenga
el doble de productos que en el anterior. De esta manera, se obtuvieron las eficiencias que
indican las cantidades de DNA que se copian en cada ciclo, y conocer limite de deteccion y
cuantificacion de la gPCR; los porcentajes de eficiencia recomendados van de 90-120% en la
PCR (Svec et al., 20015); nuestros resultados de las eficiencias para ocho de los
oligonucle6tidos se encuentran dentro de ese rango sin embargo para Bradilgl17960 se utilizé
con la eficiencia de 134.29% ya que su R? fue de 0.97 lo que indica que existe poca
variabilidad en los valores obtenidos (Tabla 12). En seguida, se realizé el analisis de las curvas
Melting donde el producto de la amplificacion se calienta gradualmente de 60 hasta 95, de tal
forma que las cadenas de DNA se van separando y al mismo tiempo va disminuyendo la
fluorescencia. De esta forma, en las graficas de fluorescencia contra temperatura, se puede
detectar el nimero de productos de la amplificacion, un pico corresponde a un producto. En el
Apéndice K se pueden observar los resultados para la calibracion de los oligonucleétidos, para
cada uno de ellos se obtuvo un pico, lo que indica que se amplifico la regién correcta , en el
caso de Bradi4g31040, Bradilgl7960, Bradilg71450, Bradi2g11890, Bradilg72457,
Bradi2g72920 y Bradilg32890 (UBI) se observan picos extra que son artefactos que

corresponden a los controles negativos.
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8.6 Extraccion de RNA y ausencia de gDNA

Se realizaron las extracciones de RNA en el tiempo 0, 2, 8, 12, 24 y 48 h de inundacion asi
como de sus respectivos controles de los ecotipos Bd21 y Bd2-3. Estas muestras corresponden
ZT 13,15, 21, 1, 0+24 y 0+48 para estudiar el efecto de las condiciones ambientales de luz. La
muestra de 24 y 48 h no se procesé mas debido a que durante el desarrollo de trabajo, se pudo
contar con datos de expresion por RNA-Seq de los mismos ecotipos de Brachypodium
sometidas a estrés por inundacién durante 48 h (Rivera-Contreras, 2015). La verificacion de la
integridad del RNA en agarosa indic6 que no hubo degradacién del RNA pues no habia un
barrido y se obtuvieron las dos bandas definidas de las dos subunidades del RNA ribosomal
(Figura 26 y en el Apéndice L se encuentran las imagenes de los geles de la primer prueba

experimental).

Figura 26. RNA de Brachypodium en electroforesis de los ecotipos Bd21 y Bd2-3 en gel de agarosa al 1%
para la extraccion de RNA mediante el kit.
C: control; I: plantas sometidas a inundacion.

Con el RNA extraido, se realizé una PCR para la verificacion de ausencia de gDNA.
Para ello, se utilizd6 como control constitutivo ACT (Bradi2g24070). De todas las muestras
probadas, solamente el control positivo mostr la amplificacién esperada de 200 pares de
bases (Figura 27).
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Figura 27. PCR para la verificacion de la ausencia de gDNA en las muestra de RNA de Bd21 y Bd2-3.
Se utilizé como control constitutivo ACT; M: marcador de peso molecular; C: control; I: plantas sometidas a
inundacion; control positivo (+): gDNA de Bd21 1:50; control negativo (-): reaccion solo con H,0.

Tambien se realiz6 una verificacion del cDNA con Bradi4g31040. En la Figura 28 se
observa una banda de 150 pares de bases (pb) en el caso de las muestras de cDNA control e
inundacion para Bd21 y Bd2-3 que corresponde al tamafio de banda esperado para ese gen
cuando proviene de cDNA vy en el caso del control positivo, se observa una banda de 250 pb

que corresponde a la seccién gendmica con intron (100 pb) incluido.

Figura 28. Verificacion de cDNA.
Se utilizé como control constitutivo Bradi4g31040. M: marcador de peso molecular C: control; I: plantas
sometidas a inundacion; control positivo (+): gDNA de Bd21 1:50; como control negativo (-): reaccion solo con

H.0.
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8.7 Analisis de la expresion por gPCR

Se midio la expresion de los genes ERFs-VII en Brachypodium por gPCR para ver su
dindmica en el tiempo bajo estrés por inundacion total. El analisis de la expresion confirmo la
division observada a traves del andlisis bioinformatico de transcritos constitutivos e inducibles
(Figura 29).

Los genes que son constitutivos en control e inundacion son Bradi3g60120 vy
Bradi1g46690 y no se afectaron por el ciclo luz-oscuridad. Bradi4g31040, también se predijo
como constitutivo, sin embargo solo fue asi durante las dos primeras horas. Después de ocho
horas de estrés, aumento ligeramente su expresion al doble y a las 12 h de inundacion se
expresd tres veces mas que en su condicion control. No obstante, al compararse con los
inducibles que se expresan >10 veces, este cambio en la magnitud de expresion es pequefio
(Figura 29).

Tal y como se predijo, los genes inducibles son Bradilgl17960, Bradilg72457,
Bradi2g11890 y Bradi2g27920; en ellos se observé un aumento en sus niveles de expresion
comparados con su control. Bradilg17960, Bradilg72457, Bradi2g11890, y Bradi2g27920
aumentaron su expresion desde las 2 h de inundacion y su control no responde al ciclo
luminoso. En el caso de Bradilg72457, podemos observar que los niveles de expresion son
hasta de 100 veces més comparadas con su condicion control, incluso en comparacion con
Bradilgl7960, Bradi2gl1890 y se mantiene fuertemente expresado durante todo el
tratamiento de inundacion. En este ensayo, no se pudo encontrar una diferencia en el nivel de

expresion entre el ecotipo tolerante (Bd2-3) y el sensible (Bd21).

También se obtuvo informacion del ERF-VII Bradilg72450 que a diferencia de los
demas, su control si presenta un comportamiento oscilatorio ante el ciclo luminoso al ser
inducible en la noche y tener un pico maximo aparente al amanecer (Figura 29); de este gen no
se encontrd nada reportado en el analisis por RNA-Seq, sin embargo, aparecié como candidato
a ERF-VII en el andlisis bioinformatico. Se observa que induce su expresion en las 2 primeras
horas de inundacion y posteriormente va disminuyendo a las 8 h (noche para la planta) y a las

12 h sigue disminuyendo su expresion (1 hora de luz de la planta).
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Licausi et al. (2011) encontraron que HRE1 y HRE2 aumentan su expresion después de 2
h bajo el tratamiento de hipoxia (1% de O,) y que RAP2.2, RAP2.3 y RAP2.12 se mantenian
durante todo el tratamiento. En la base de datos DIURNAL de Arabidopsis, se buscaron cada
uno de los ERFs y su oscilacion en dos diferentes condiciones, dias cortos y largos. Se detectd
gue RAP2.3 es un transcrito oscilatorio (Figura 30). En este trabajo se propone que

Bradilg72450 es el gen oscilatorio de Brachypodium.

En la Figura 31 se ilustran los ERFs-VII de Arabidopsis tratados bajo hipoxia (1% de
oxigeno) y su expresion. Se aprecian los genes que se expresan de manera constitutiva durante
el tratamiento de estrés y los inducibles HRE1 y HRE2 aumentan su expresion después de las
2 h de este estrés (Licausi et al., 2010; Licausi et al., 2011).

El aumento de la tolerancia en condiciones anaerdbicas tiene que ver con la capacidad
de regenerar el NAD" mediante la fermentacion alcohdlica. Licausi et al. (2010) encontraron
que plantas de Arabidopsis 35S::HRE1 mostraban expresion de ADH y PDC mas altas que en
plantas de tipo silvestre en condiciones aerdbicas, ellos verificaron que las actividad
enziméatica de ADH tenian una relacién opuesta en plantas doble mutante (hrelhre2) y
35S::HRE1.

Bui et al. (2015) realizaron comparaciones entre los cinco factores de transcripcion
ERFs-VII de Arabidospsis mediante ensayos de trans-activacion en protoplastos de
Arabidopsis y la fusion de los promotores de ADH, PDC y HEMOGLOBIN (HB) con el gen
reportero luciferasa. Sus ensayos mostraron que tres de los cinco genes ERF-VII poseen la
capacidad de activacion mas fuerte (RAP2.2, RAP2.3 y RAP2.12) y el resto (HRE1 y HRE?2)

no mostraron actividad trans-activacion significativa.
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Figura 29. Expresion de los ERFs-VII de Brachypodium por qPCR.

Los valores estdn normalizados con ACT y UBI, se expresan como promedio de cuantificacion relativa de cuatro
analisis; la barra negra corresponde a la oscuridad para la planta. Los asteriscos representan diferencias
significativas entre control e inundacién comparadas en el mismo tiempo (p < 0.05, prueba t-Student). Los
simbolos blancos y negros indican muestras control e inundacion, respectivamente.
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Figura 30. Patrones de expresion para los ERFs-VII de Arabidopsis obtenidos de la base de datos
DIURNAL.
Las unidades del eje de las ordenas son fluorescencia de microarreglos. Azul corresponde a dias cortos y el color

rojo a dias largos (diurnal.mocklerlab.org).
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Figura 31. Patron de expresién de los ERFs-VII de Arabidopsis durante estrés por hipoxia (1% 02).

8.2 Analisis por RNA-Seq

Los datos obtenidos se confirmaron a través de la base de datos de RNA-Seq de los
genes que se expresan en Bd21 y Bd2-3 durante dos dias de inundacion (Rivera-Contreras,
2015). Se observo tanto en Bd21 como en Bd2-3 la presencia de siete ERFs-VII (Tablal3),
también a partir de estos datos podemos realizar la clasificacion antes mencionada de los
genes constitutivos Bradi3g60120, Bradilg46690 y Bradi4g31040 y los ERFs-VII inducibles
Bradilgl7960, Bradi2g11890, Bradilg72457 y Bradi2g27920. Con los datos obtenidos de este
analisis solo pudimos verificar la expresion de los genes en un punto de tiempo especifico, en
comparacién con el analisis de la expresion por gPCR donde se caracterizé la dinamica de los
genes durante diferentes tiempos de estrés, ademas que los datos aportados por gPCR se
pueden observar la abundancia en la que se encuentran los ERFs-VII por la formacion de un
producto en la muestra (los valores de CT estan relacionados inversamente con la abundancia
del gen en la muestra). En el RNA-Seq la abundancia se puede apreciar por medio de las
cuentas por millon (Tabla 13).

Al cuantificar los ERFs-VII de Brachypodium en LogFC, también se observd la
divisiéon entre los inducibles y los constitutivos (Figura 32). No se detectaron diferencias
significativas en su expresion control o en inundacién entre el ecotipo susceptible y el

tolerante. De esta forma, se demostrd por analisis bioinformatico, estudios de la expresién por
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gPCR y por RNA-Seq que los ERFs-VII de Brachypodium se dividen en dos grupos con

caracteristicas estructurales y de expresion dinamicas.

Tabla 13. Datos de Expresion de los ERFs-VII de Brachypodium distachyon obtenidos a las 48 h de estrés
por inundacién y controles por RNA-Seq (cuentas por millén + D.E.) para los ERFs-V1I de Brachypodium.

Ecotipo
Gen -
Bd21 Control | Bd21 Inundacion | Bd2-3 Control Bd2 3. ,
Inundacion
Bradi3g60120 23.99+2.36 46.45+2.86 25.38+1.52 52.44+1.85
Bradilg46690 106.42+8.68 137.11+3.52 123.00+7.64 138.62+5.53
Bradi4g31040 61.37+5.97 59.67+5.65 36.90+1.60 67.72+8.45
Bradilg17960 0.12+0.08 36.38+12.92 0.06+0.02 68.65+31.45
Bradi2g11890 3.69+0.78 119.98+23.74 4.76+0.77 169.14+10.63
Bradilg72457 13.19+2.71 76.26+11.92 8.75+1.65 82.28+7.04
Bradi2g27920 0.06+0.03 31.41+2.20 0.06+0.06 40.67+6.11
Bd21-S/ Bd21-C/ Bd21-S/ Bd2-3-S/
Bd21-C Bd2-3-C Bd2-3S Bd2-3-C
Bradi3g60120 0.955 -0.081 -0.173 1.047
Bradilg46690 0.366 -0.209 -0.016 0.173
Bradi4g31040 -0.042 0.734 -0.184 0.876
Bradilgl7960 8.256 0.809 -0.913 9.979
Bradi2g11890 5.034 -0.374 -0.494 5.153
Bradilg72457 2.526 0.597 -0.111 3.234
Bradi2g27920 8.749 0.100 -0.375 9.224

Figura 32. Analisis de expresion por RNA-Seq de LogFC de Bd21 y Bd2-3 durante 48h de estrés.
En amarillo y azul se indican los genes que se expresan positivamente y negativamente. La intensidad del color
es proporcional al valor. C: control; S: inundacion.
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8.3 Factores de transcripcién co-expresados en Brachypodium durante el
estres por inundacion.

Para observar qué otros factores de transcripcion se estan induciendo en
Brachypodium simultaneamente a los ERFs-VII, se realizd un analisis por GO en Phytozome
10.3. Se identificaron 20 factores de regulacion de la transcripcion dependientes de DNA
(Tabla 14; GO:0006355) de los cuales cuatro son ERFs-VII inducibles (Bradilgl17960,
Bradilg72457, Bradi2g11890 y Bradi2g27920). El quinto ERF (Bradilg72450) no se detecto
por RNA-Seq debido a que no estd anotado en el genoma de Brachypodium y so6lo fue
encontrado por nuestro analisis bioinformatico y de gPCR. Debido a que se realiz6 un analisis
para agrupar a aquellos genes que se expresan fuertemente durante la hipoxia, los tres ERFs-
VI constitutivos identificados en este trabajo, no estan en esta categoria GO. No obstante, si

se encuentran en los genes que no responden a la inundacion.

En esta categoria GO, también se encontraron otros cuatro ERFs pero que no
pertenecen a la familia VII (Bradi2g02710, Bradi2g24175, Bradi3g18070 y Bradi4g35650;
Tabla 14). También se obtuvo su secuencia de aminodcidos y a partir de los criterios
anteriormente mencionados se realizd la comparacion de las secuencias, estos factores de

transcripcion no poseen un dominio MCGGAI (I/L) en la seccion del N-terminal.

Adicionalmente a los ERFs, se encontraron otros 12 FTs que representan a las familias
de respuesta a choque térmico, auxina y acido abscisico (Voesenek y Bailey-Serres, 2015).
Ademas, también hay FTs conocidos por regular etapas del desarrollo como NAC, NAM,
dedos de Zn (Bailey-Serres et al., 2010) y mediadores de la respuesta bidtica como WRKY
(Hsu et al., 2013). Esta diversidad de factores de transcripcion inducidos muestra que la planta
esta respondiendo no solo a la baja de oxigeno, sino que también esta ajustando su desarrollo y

respondiendo a la probabilidad aumentada de ser atacada por patdgenos.
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la transcripcién dependientes de DNA y su identidad (RNA-Seq, GEO GSE74222) .

Subrayados 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)

Bradi2g11890

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

Tabla 14. Transcritos inducidos por inundacién agrupados por andlisis GO en la categoria Regulacion de
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9 Conclusion

A partir del analisis bioinforméatico de Brachypodium, se encontraron ocho genes
ERFs-VII que se expresan durante la inundacion. Se logré predecir e identificar dos grupos
distintivos de ERFs-VII, los constitutivos y los inducibles durante la inundacién. Esta
observacion se confirmé por cuantificacion de expresion por dos métodos diferentes, gPCR y
RNA-Seq.

Tanto Brachypodium como Arabidopsis poseen estos dos grupos de genes. No
obstante, Brachypodium posee tres ERFs-VII mas que Arabidopsis para poder sobrellevar el
estrés por inundacion. Bradilg17960, Bradi2g27920, Bradilg72457 y Bradi2g11890 son muy
similares en estructura y tendencia de expresién con HRE1 y HRE2 de Arabidopsis, 1o mismo
se pudo observar con las proteinas de RAP2.2 y RAP2.12 comparadas con las proteinas
codificadas en los genes de expresion constitutiva de Bradi3g60120, Bradilg46690, y
Bradi4g31040. Brachypodium posee un ERF-VII que responde al ciclo luz-oscuridad,
Bradilg72450. Este gen puede ser el responsable de comunicacion entre la respuesta a la
inundacion y la de estrés por hambre. De manera interesante, no es el mas cercano

estructuralmente a RAP2.3 de Arabidopsis, siendo Bradi2g27920 el homdlogo.

La intensidad de la expresion de mRNA ni su rapidez fueron factores diferenciales
entre el ecotipo tolerante y el sensible a la inundacion, esto a pesar de que los ERFs-VII son
los principales determinantes de la respuesta a la hipoxia. Esto permite proponer que la
regulacion del estrés puede estar a otro nivel, como seria el postranscripcional de estabilidad

de las proteinas ERFs-VII.

Adicionalmente a los ERFs-VII, hay otros factores de transcripcion no caracterizados
que poseen identidades diversas. Se puede hipotetizar que este conjunto de transcritos sera
responsable de acciones de tolerancia paralelas y concomitantes a las controladas por los
ERFs-VILI.

Brachypodium, al igual que Arabidopsis, es una planta que crece en zonas que no son
muy propensas a las inundaciones, a pesar de esto, conserva un grupo de ERFs-VII activos en
la inundacion. Esto adquiere mas importancia debido a que por su pequefio tamafio, debe estar

preparado para enfrentar estas condiciones aun en lluvias no torrenciales
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10 Recomendaciones

Realizar una caracterizacién genética con el uso de sobreexpresantes, silenciamiento,
localizacion y knock-out de los ocho genes de Brachypodium para ver la respuesta de las
plantas cuando se sobreexpresan o cuando estan ausentes estos genes en los tratamientos de

inundacioén.

Evaluar si los ERFs-VII y los otros FTs co-regulados, interaccionan entre si y en qué
medida dependen entre ellos para conferir la respuesta a la hipoxia y los efectos que puedan
tener en las plantas. Lo anterior para conocer qué caracteristicas puede aportar a los cultivos
gue no poseen genes que permiten tener tolerancia a este estrés y cuantificar su importancia

relativa en la respuesta global al estrés por inundacion.

Realizar transformaciones con versiones de dominios modificados para ver el impacto
en la tolerancia en las plantas y evaluar caracteristicas benéficas le pueda traer estos nuevos

genes a las plantas.
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Apéndices
Apéndice A: Secuencia de nucleodtidos y aminoacidos

Secuencia de nucleétidos

>SUB1A
ATGTGTGGAGGAGAAGTGATCCCCGCCGACATGCCGGCGGCGCCGTTCACGCCACGCCACGGCGACGGCGAGACA
GGTTGACAGAAAGAGGAGGAACAAGAAGAAGAGGAAGCGCGGCGCCGACGAAGAATGGGAGGCCGCCTTCCAGGA
TCATGGCTGCTGACGACGACGACGACGGCGGCGGACTCGTGTTAAGTAGTAAATCTTTGGTGTTGAGGTCACCAG
GAAAATGATGCAGGCCGGGGCGCCGCCGCCACCATGTCCATGCCGCTGGACCCCGTGACCGAGGAGGCCGAGCCG
GGTGGCTGAGAAGCCTCGCCGGCGCCGGCCGAGGCGGAGCTACGAGTACCACGGCATCCGGCAGCGGCCGTGGGG
GGTGGTCGTCGGAGATCCGCGACCCCGTCAAGGGCGTCCGCCTCTGGCTCGGCACCTTCGACACCGCCGTCGAAG
GCGCTCGCCTACGACGCCGAGGCCCGCCGCATCCACGGCTGGAAAGCCCGGACAAACTTCCCACCCGCCGATCTT
TTCGCCGCCGCCGCCGTCGCAGCCGCTCTGCTTCTTGCTCAACGACAACGGCCTCATCACAATCGGAGAAGCGCC
CCGACGACGCCGCGTCGACGTCGACGTCGACGACGGAGGCGTCCGGCGACGCGCGCATACAACTGGAGTGCTGCT
GACGACGTGATGGACAGCCTCCTCGCCGGCTACGACGTGGCCAGCGGCGACGACATATGGACATGGACATCTGGA
CTCCTCCACCTCTGTTAACCAAGAGATCAAGACCCCATCGATCCACCAAAACATATCATATGCAGGGGAAGCCTG
Secuencias de aminoacidos

Arroz

>SUB1A
MCGGEVIPADMPAAPFTPRHGDGETWVDRKRRNKKKRKRGADEEWEAAFQEFMAADDDDDGGGLVLSSKSLVLR
SPGENDAGRGAAATMSMPLDPVTEEAEPAVAEKPRRRRPRRSYEYHGIRQRPWGRWSSEIRDPVKGVRLWLGTE
DTAVEAALAYDAEARRIHGWKARTNFPPADLSSPPPPSQPLCFLLNDNGLITIGEAPTDDAASTSTSTTEASGD
ARIQLECCSDDVMDSLLAGYDVASGDDIWTWTSGASSTSVNQEIKTPSIHQNISYAGEA

>SUB1B
MCGGALIPNDYGDKPPPPPSESSEWDATTKMKKKKKRGGGGDDDWEAAFREFIAGDDDDDDGGVSMFPSGAGT
METTTEVAPAAAVVERPRRRRRVRRSYPYRGVRQRPWGRWASEIRDPVKGARVWLGTFDTAVEAARAYDAEAR
RIHGHKARTNFPPDEPPLPAPSQAPFCFLLDDDDDDDGVARGNSPASSSAPDRASACTTSSTVASGERGDELT
LLECCSDDVMDSLLAGFDVSSEPRSVLGMVN

>SUBI1C
MRRRVSSSPSSSSSSSPARHHKARRSRRKLVADEDWEAAFREFLSRDDDDDDDDDDGHHVVVAPLIRSSNKCV
HGHEVVASTVGGGASGGRRRADDDDGERRRRRRRERRSYPYRGIRQRPWGRWASEIRDPVKGIRVWLGTEFDTA
EGAARAYDDEVRRIYGGNAKTNFPPSPPPPEQPAAPVAAERSPSTTTTTTPSAEDSGDSRILIECCSDDLMDS
LLAAFDMTTGDMRFWS

>SNORKEL1
MCGGCLIPDELVGKPARRTRAAAAGGDSGDGWKHGRRLCPAAAPCNCKPRRRAGAADDDDVGRRRRTTRTRAA
SEVRFHGIHMRSYGRWSAEIRDSSYRGHRVWIGTYATAEAAARAYDAEARRIHGAKANTNFPPPPNDVDSGAP
PPPPWDLEAHMRFLGEVELDDGGAEPPPPPSYGIPELLPMEPELVSATQSVHGDDE PWGLDKYMRFLSEVELD
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DGGAPLPPPPSQHGGVAAAGSPQYGCRYDYLLLMMCN

>SNORKEL2
MENAGTTSAVESVTNLQARTSPLPNPVVPQTGTKASKRGDSGAKAKPAAAKKRRSKHGFLGVHQRTYGRWSAE
IRDNVIKGSRFWIGTFDTALDAALAYDAVSRRLYGLNAKTNFPAAAGEDDLPPPPPPAKPCSSTKRPKKCNTS
GDLGAAAAPPQAVDTPAAAAAGVELTSLLCSVAAQAQEVSDGWEFIQELLLLGGGVSPLDYLNGQELAGAAVG
DLWSF

Arabidopsis

>RAP2.12 (At1g53910)
MCGGAIISDFIPPPRSRRVTSEFIWPDLKKNLKGSKKSSKNRSNFFDFDAEFEADFQGFKDDSSIDCDDDEDV
GDVFADVKPEVETSTPKPAVSAAAEGSVFGKKVTGLDGDAEKSANRKRKNQYRGIRQRPWGKWAAE IRDPREG
ARIWLGTFKTAEEAARAYDAAARRIRGSKAKVNEFPEENMKANSQKRSVKANLQKPVAKPNPNPSPALVQNSNI
SFENMCFMEEKHQVSNNNNNQFGMTNSVDAGCNGYQYFSSDQGSNSFDCSEFGWSDQAPITPDISSAVINNNN
SALFFEEANPAKKLKSMDFETPYNNTEWDASLDFLNEDAVTTQDNGANPMDLWSIDEIHSMIGGVFE
>RAP2.2 (At3g14230)
MCGGAIISDFIPPPRSLRVINEFIWPDLKNKVKASKKRSNKRSDFFDLDDDFEADFQGFKDDSAFDCEDDDDV
FVNVKPFVFTATTKPVASAFVSTGIYLVGSAYAKKTVESAEQAEKSSKRKRKNQYRGIRQRPWGKWAAEIRDP
RKGSREWLGTFDTAEEAARAYDAAARRIRGTKAKVNFPEEKNPSVVSQKRPSAKTNNLQKSVAKPNKSVTLVQ
QPTHLSQQYCNNSFDNSFGDMSFMEEKPOMYNNQFGLTNSFDAGGNNGYQYFSSDQGSNSFDCSEFGWSDHGP
KTPEISSMLVNNNEASFVEETNAAKKLKPNSDESDDLMAYLDNALWDTPLEVEAMLGADAGAVTQEEENPVEL
WSLDEINFMLEGDF

>RAP2.3 (At3g16770)
MCGGAIISDYAPLVTKAKGRKLTAEELWSELDASAADDFWGEYSTSKLHPTNQVNVKEEAVKKEQATEPGKRR
KRKNVYRGIRKRPWGKWAAEIRDPRKGVRVWLGTFNTAEEAAMAYDVAAKQIRGDKAKLNFPDLHHPPPPNYT
PPPSSPRSTDQPPAKKVCVVSQSESELSQPSFPVECIGFGNGDEFQNLSYGFEPDYDLKQQISSLESFLELDG
NTAEQPSQLDESVSEVDMWML DDVIASYE

>HRE1 (At1g72360)
MCGGAVISDYIAPEKIARSSGKSSWRSNGVEFDCSIYDFDGNFDELESDEPFVESSTHKHHASGSASDGKKKQS
SRYKGIRRRPWGRWAAEIRDPIKGVRVWLGTENTAEEAARAYDLEAKRIRGAKAKLNEFPNESSGKRKAKAKTV
QQVEENHEADLDVAVVSSAPSSSCLDFLWEENNPDTLLIDTQWLEDI IMGDANKKHEPNDSEEANNVDASLLS
EELLAFENQTEYFSQMPFTEGNCDSSTSLSSLFDGGNDMGLWS

>HRE2 (At2g47520)
MCGGAIISDFIWSKSESEPSQLGSVSSRKKRKPVSVSEERDGKRERKNLYRGIRQRPWGKWAAEIRDPSKGVR
VWLGTFKTADEAARAYDVAAIKIRGRKAKLNFPNTQVEEEADTKPGGNQNELISENQVESLSEDLMALEDYMR
FYQIPVADDQSATDIGNLWSYQDSN
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Apéndice B: Secuencias seleccionadas por analisis bioinformatico para
Brachypodium

% Bradi3g60120.3
>gi|721668873|ref|XP_010236158.1|PREDICTED:  ethylene-responsive  transcription  factor  1-like
[Brachypodium distachyon]
MCGGAILTDLKRPPAVSRRLAEGLLWPEKKKVCWKGEEDDFEADFGGFEVVDEDLEFGGEEEEAGDDDVVEIKP
PPVKRAFTGDDLSTMTSAAFDGPAERSAKRKRKNQFRGIRQRPWGKWAAEIRDPNKGVRVWLGTENSAEEAARA
YDAEARRIRGNKAKVNFPEEPRAAQKRRAGPAAAKVPKSRVEQKPNVKPAVNNLANTNASAYPSADFASNKPEV
QPDNKPFVQSDDLSFFQPDDLPFVQPDDMPEFVPAMNSAVPIGAPCMNLYSDQGSNSFGCSDLGWDCDTKTPDTT
SVAPISTIVEGFEYAVVKGNTQDSVVPPVMETNTVDHTNVLETNPVDPTSGLADLEPLLKFLLEEDAGESIDSF
LNLDESQDVNGLWSFDDLISSDEY

% Bradilg46690.3
>0i|357124945|ref|XP_003564157.1| PREDICTED: ethylene-responsive transcription factor 1-like isoform
X1 [Brachypodium distachyon]
MCGGAILSDIIPPPRRVTDGHLWPAEKKRGKGVGGGRPRRVPEEEFEEEEFEAGFEGFEEELGEVEVGFGDEIK
PSLASRNGSAGDGLNATSAGADGRASGSSKRKRKNQFRGIRRRPWGKWAAEIRDPRKGVRVWLGTYNSAEEAAR
AYDAEARRIRGKKAKVNFPEEAPVTSQRHAEPTEFVKVSEFNTEEKPIVNTMGNTNAHSYPVVDYSLHEPFLQPQ
NMSFMPVMNAVEAPFMNLSSDQGSNSFSCSDFSWENDIKTPDITSVLASIPTSTEVDESAFLONNANNAALPPV
MGNANVDIADLEPYMKFLMDSGSDESIDSMLSCDGSPDAVDLWT FDDMPMSAGEY

< Bradi4g31040.1
>gi[357158546|ref|XP_003578162.1|PREDICTED: ethylene-responsive  transcription  factor  1-like
[Brachypodium distachyon]
MCGGAILSGFIPPSAAAAAAAAKKKKQQQQORVMADALWPGLORKAPQAEVEDFEADFREFERDSSEEDAGGDDD
DVVEVVPPPPAKAGFAFAAVAEGALPPTVDAVTIPKSVEHDGSGTGPVKRNRKNQYRGIRQRPWGKWAAEIRDP
SKGVRVWLGTYNTAEEAARAYDAEARKIRGKKAKVNFPDEEPTSWKSTVKTIAQKSIQKATATNSAKLTTPPNT
CDDESFSHLSNADNDLFAMFAFDDKKVPAKPDESGDFLTQAKPLVPTETFGMNMLSDQSSNSFGSTDFGWDDEA
MTPDYTSVEVPDAPYSKVAYLEGGAPKRMRINFGVDLSPQGNDAPNLAQDISVFDPEMKYLPLPYVGSSSDRSM
DNLVVNDVMQDGASNVDVWGLDELLMAAGAY

< Bradilgl17960.1
>0i|357116073|ref|XP_003559809.1|PREDICTED: ethylene-responsive transcription factor RAP2-3-like
[Brachypodium distachyon]
MCGGAIIPDCIPEHDHHRTADFWPLASDAGHELYPAGLSLTGACKFPHYQEPAEPSRRREGSNNKRERKTAYRG
IRRRPWGKWAAEIRDPGKGARVWLGTFADAEAAARAYDRAARRIRGAKAKVNFPNEDPPPGDEVPVHRGTAMAP
LPWYYDDGDGVSGLCRHPYDVAGNDVVTADEGPAAAAAYVHHOMPPQHQOQQQEAGLELWSFDDNINMAVSM

« Bradilg72450.1
>gi|721630480|ref|XP_003561984.2|PREDICTED: uncharacterized protein LOC100826410 [Brachypodium
distachyon]
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MCGGAILAELIPTAPARRVTAGHLWPGKGGKNQQQQKRRSGADDFEAAFREFDEDSEEEERQEQVEVVMAEEVE
EVAESKPFAFNASSKKASSGGRPGRRGGSGRKPAQYRGVRRRPWGKWAAEIRDPVKGVRVWLGTFPSAEAAALA
YDDAALGIRGPRAKLNFPPSSSSSAAANAGLGTRKRGRAADPVAKATPVVDLVHEDAAAVDAHRS SGMKHEAAR
SSESSGSALPDFSWQGMSASALPEIEQQLGCGGAAKRPRAAEDTDEASADDSDALFDGLYFAQDPFAFFDGGAY
ESLDCLFSGDAVQSNANAAADETVGLWSFDDDCLVDESSLSFKSTQPT

< Bradilg72457.1
MCGGAILAELTPPPARGGGASKPVGAKGQOVWPVSSKKEGGTNKTRHGSVVDDFEAAFEGFHDDFPVLFASKPAF
SPVHGDSGRAREAQAAASCRKKKRVRGLHGIRQRPWGKWAAEIRDPHKGARVWLGTYDTADEAARAYDVAARRL
RGSNAKLNFPAAPGRARPRCGTAPKPRRPTTAQTACFSAITAAAAARAQEIEQELMPMPYFDVDAFLDLAASVA
ELPPVIIGSSFADSAGGAATRGFADELEFDPFMLCELPWSESDTCESIEGLFAGDAVQDAGGVNTGMDSVSLWS
FDEFPMDAAAF

% Bradi2g11890.1
>gi[357131966|ref|XP_003567604.1] PREDICTED: ethylene-responsive transcription factor ERFO71-like
[Brachypodium distachyon]
MCGGAIIYDYIPAPRRVSAADFWPDADDSDAHSTAPHKARRAKREKRNQYRGIRQRPWGKWAAEIRDPVKGVRV
WLGTYPTAEAAARAYDRAARRIRGAKAKVNFPNEELLLASSPATAAAAAPPAVLSSFKKEEDAEFGSVACSGEA
KELSEELMAYENYMSFLGVPYMQGGDTAAPAAEEAPAPAPAALWSFEDY

% Bradi2g27920.1
>0i|357134027|ref|XP_003568621.1| PREDICTED: ethylene-responsive transcription factor RAP2-3-like
[Brachypodium distachyon]
MCGGAVIAGFVPEGSSSSSLTGEELTTEKPPAPGRKTAYRGIRRRPWGRWAAEIRDPRKGTRVWLGTYATAEEA
ALAYDVAARDIRGAKAKLNFPPAVDHAAVEEAKKRRTKAAAVESSCSSSPLPATSTGGGGGGAERLRECMSGLE
AFLELENPAGVGEDVDLMFE
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Apéndice C: Resultados del analisis de dominios conservados con MEME 4.10.2

Arabidopsis/ modo normal/ cero o0 una ocurrencia por secuencia

. L. . Similitud
CMV Mejor coincidencia
1 2 3 4 5 6 7 8 9
RKRKNQYRGIRQRPWGKWAAEIRDPRKGVRVWLGTFNTA
1 - 0.25 0.20 0.19 0.31 0.32 0.26 0.39 0.43
EEAARAYDVAAKRIRGTKAKLNFP
2 MCGGAIISDYIPP 0.25 - 0.30 0.42 0.2 0.2 0.12 0.29 0.27
3 GCNGYQYFSSDQGSNSFDCSEFGWSDHGPITPEI 0.2 0.3 - 0.22 0.34 0.24 0.34 0.64 0.36
PRSRRVTNEFIWPDLKKKLKGSKKRSKKRSDFFDFDDEFEA
4 0.19 0.42 0.22 - 0.32 0.32 0.32 0.47 0.59
DFQGFKDDSAFDC
5 PFVFTSTHKPH 0.31 0.2 0.34 0.32 - 0.27 0.31 0.42 0.27
6 MCFMEEKHQMYNN 0.32 0.20 0.24 0.32 0.27 - 0.3 0.42 0.50
7 NPMELWSIDEIHFM 0.26 0.12 0.34 0.32 0.31 0.32 - 0.29 0.27
8 QFGMTN 0.39 0.29 0.64 0.47 0.47 0.42 0.29 - 0.32
9 HLKQQYC 0.43 0.27 0.36 0.59 0.27 0.50 0.27 0.32 -
[Omotifs [rvotrz [ votirs [ motta [ Imotfs [ motfe [ moti7 [motits [ motis

Sequence [Z] E-value [Z]

Block Diagram [Z]

M
RAP2.2 2.5e-218 1 _ ’_| .
ElA e
RAP2.12 4.5e-212 T _ '_‘ '_|
]

RAP2.3 1.5¢-81 I - - L
HRE1 3.6e-72 ! L L]
HRE2 1.1e-67 ! L

1 L T I L N L L N

0 50 100 150 200 250 300

o
350

Ubicacion de dominios para las secuencias de Arabidopsis resultado del andlisis normal con cero o una ocurrencia por secuencia.
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Arabidopsis/ modo normal/ una ocurrencia por secuencia

Similitud
CMvV Mejor coincidencia
1 2 3 4 5 6 7 8 9
RKRKNQYRGIRQRPWGKWAAEIRDPRKGVRVWLGTFNTA
1 - 025 | 031 | 029 | 043 | 033 | 0.34 0.26 0.33
EEAARAYDVAAKRIRGTKAKLNFP

2 MCGGAIISDYIPP 0.25 - 019 | 038 | 0.28 | 0.36 | 0.33 0.33 0.37
3 PFVFTSTHKHH 0.31 | 0.19 - 0.18 | 034 | 0.19 | 0.20 0.25 0.15
4 CIDFGWSDQIP 029 | 038 | 0.18 - 0.24 | 0.41 | 0.26 0.24 0.40
5 PMDLWS 043 | 028 | 034 | 0.24 - 0.38 | 0.21 0.27 0.30
6 TVEFIWPDLM 033 | 036 | 0.19 | 041 | 0.38 - 0.27 0.26 0.29
7 GCNQYQYF 034 | 033 | 020 | 026 | 0.21 | 0.27 - 0.27 0.40
8 MCFMEEKCQVSN 026 | 033 | 025 | 024 | 027 | 0.26 | 0.27 - 0.40
9 FEADYQWFQDIS 033 | 037 | 015 | 040 | 0.30 | 0.29 | 0.0 0.40 -

[ Imotirs [motrz [ motrs [ Motita [ Jmotits [ motire [ Motz [ motirs [ motirs

Block Diagram

Sequence E-value

RAP2.12

RAP2.2

RAP2.3

HRE1

HRE2

3e-134 T HE N . 7 |
5 6e-127 1 T N . [ I N O
1.8e-101 T e T e e

2 9e-101 1 [ | T = A =l o

c.3e-88 e ] mess o

0

R I
50 100

o
150

o
200

o
250

o
300

Ubicacion de dominios para las secuencias de Arabidopsis resultado del analisis normal con una ocurrencia por secuencia.

oy
350

74




Arabidopsis/ modo normal/ cualquier nimero de repeticiones

Similitud
CMV Mejor coincidencia
1 2 3 4 5 6 7 8 9
RKRKNQYRGIRQRPWGKWAAEIRDPRKGVRVWLGTFNTA
1 - 026 | 019 | 031 | 032 | 023 | 0.26 | 0.26 0.35
EEAARAYDVAAKRIRGTKAKLNFP
2 MCGGAIISDYIP 0.26 - 038 | 020 | 0.17 | 0.26 | 0.15 | 0.28 0.33
PPRSRRVTNEFIWPDLKKKLKGSKKRSKKRSDFFDFDDEFE
3 0.19 0.38 - 032 | 032 | 028 | 032 | 0.44 0.45
ADFQGFKDDSAFDC
4 PFVFTSTHKPH 0.31 0.20 | 0.32 - 027 | 034 | 031 | 0.38 0.38
5 MCFMEEKHQMYNN 0.32 0.17 | 032 | 0.27 - 021 | 030 | 0.21 0.34
6 GCNGYQYFSSDQGSN 0.23 026 | 028 | 034 | 021 - 0.34 | 0.30 0.35
7 NPMELWSIDEIHFM 0.26 015 | 032 | 031 | 0.30 | 0.34 - 0.22 0.26
8 HHPPPP 0.26 0.28 | 044 | 038 | 021 | 0.30 | 0.22 - 0.23
9 QFGCTNSF 0.35 033 | 045 | 038 | 034 | 035 | 026 | 0.23 -

[[Jmotits [moticz [ motits [ motita [ Imoties [ motite [ motit7 [ motics [ motis

SequenceE E-value 7] Block Diagramm
m W 00000 O
RAP2.2 23e-191 1 I
[ E—
RAP2.12 3.6e-191 1 I ™
RAP2.3 7.4e-84 1 . = L =
]
HRE1 6.1e-70 ! - -
I
HRE2 5.9e-68 ! L
1 L T e T D I L
50 100 150 200 250 300 350

Ubicacion de dominios para las secuencias de Arabidopsis resultado del analisis normal con cualquier nimero de repeticiones.
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Arabidopsis /discriminacién / cero 0 una ocurrencia por secuencia

Similitud
CMV Mejor coincidencia
1 2 3 4 5 6 7 8 9
GKWAAEIRDPRKGVRVWLGTFNTAEEAARAYDVAAKRIR
1 - 025 | 028 | 029 | 0.16 | 022 | 0.36 | 0.46 0.25
GTKAKLNFP

2 MCGGAIISDYIPP 0.25 - 014 | 019 | 0.21 | 030 | 0.14 | 0.18 0.24
3 RKRKNQYRGIRQRPW 0.28 0.14 - 026 | 019 | 017 | 0.24 | 0.33 0.17
4 MCFMEEKH 0.29 0.19 | 0.26 - 032 | 032 | 048 | 025 0.35
5 RSDFFDFDDEFEADFQGFKDDSAFDCEDDDDV 0.16 021 | 019 | 0.32 - 022 | 034 | 0.19 0.31
6 GYQYFSSDQGSNSFDCSEFGWSDHGPITPEISSMLINNN 0.22 030 | 017 | 0.32 | 0.22 - 0.33 | 0.33 0.20
7 VQQEEENH 0.36 014 | 024 | 048 | 034 | 0.33 - 0.21 0.26
8 QKPVAKPN 0.46 018 | 033 | 025 | 019 | 033 | 0.21 - 0.26
9 QWLEDIFMGDYDKKH 0.25 024 | 017 | 035 | 031 | 020 | 0.26 | 0.26 -

[Jmotts [Jvotiiz [ mvotics W motita [ Imotics [ motifs [ motit7 [ motits [ motio

Sequence [7] E-value [Z]

Block Diagram |

RAP2.2 3.8e-172 1 L

RAP2.12 6.1e-164

HRE1 3.7e-83 1

HRE2 7.5e-69 1

|
|
RAP2.3 2.9e-82 | . .
|
1
0

[ R T
50 100

oy
150

oo
200

oy
250

| ||

[ B . B
[ |
|

g
300

Cop
350

m

Ubicacion de dominios para las secuencias de Arabidopsis resultado del andlisis con discriminacién con cero 0 una ocurrencia por secuencia.
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Arabidopsis /discriminacién / una ocurrencia por secuencia

Similitud
CMV Mejor coincidencia
1 2 3 4 5 6 7 8 9
GKWAAEIRDPRKGVRVWLGTFNTAEEAARAYDVAAKRIR
1 - 0.25 0.43 0.28 0.40 0.25 0.45 0.45 0.30
GTKAKLNFP
2 MCGGAIISDYIPP 0.25 - 0.11 0.19 0.21 0.17 0.31 0.26 0.10
3 KRKRKNQY 0.43 0.11 - 0.24 0.21 0.17 0.15 0.43 0.35
4 QHPVHENQ 0.28 0.19 0.21 - 0.35 0.28 0.37 0.28 0.43
5 QVEENH 0.40 0.21 0.21 0.35 - 0.39 0.54 0.27 0.37
6 DYDFEADFQGF 0.25 0.17 0.17 0.28 0.39 - 0.27 0.19 0.21
7 LIEENN 0.45 0.31 0.15 0.37 0.54 0.27 - 0.24 0.27
8 VTSQKH 0.45 0.26 0.43 0.28 0.27 0.19 0.24 - 0.32
9 KKLKPMDLE 0.30 0.10 0.35 0.43 0.36 0.21 0.27 0.32 -
[mvotits  [Jmottz [ motirs [ motica [ Jmotits [ motife [ motii7 [ Motice [ motits

Sequence E-value

Block Diagram

]
RAP2.2 8.6e-91 1 L | || E=E o nl
]

RAP2.12 1.1e-86 1 L | || mE O |

HREL 2e-78 T M == 1 W W W

HRE2 3.5e-77 1 [ S o -

RAP2.3 7.8e-76 1 -_-.-_-_. ]
LI TR o Coa Co Coa o
0 50 100 150 200 250 300 350

Ubicacion de dominios para las secuencias de Arabidopsis resultado del andlisis con discriminacion con una ocurrencia por secuencia.
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Arabidopsis /discriminacion / cualquier nimero de repeticiones

Similitud
CMV Mejor coincidencia
1 2 3 4 5 6 7 8 9
WGKWAAEIRDPRKGVRVWLGTFNTAEEAARAYDVAAKRI
1 - 025 | 042 | 032 | 016 | 023 | 039 | 0.27 0.54
RGTKAKLNFP

2 MCGGAIISDYIPP 0.25 - 012 | 020 | 0.21 | 0.12 | 0.47 | 0.30 0.21
3 RKRKNQY 0.42 0.12 - 040 | 038 | 022 | 015 | 0.31 0.29
4 MCFMEEKHQMYNN 0.32 0.20 | 0.40 - 023 | 030 | 053 | 0.31 0.37
5 RSDFFDFDDEFEADFQGFKDDSAFDCEDDDDV 0.16 021 | 038 | 0.23 - 032 | 027 | 0.22 0.30
6 NPMELWSIDEIHFM 0.23 0.12 | 022 | 030 | 0.32 - 0.35 | 0.25 0.46
7 VCLVQQ 0.39 047 | 015 | 053 | 0.27 | 0.35 - 0.51 0.35
8 DQGSNSFDCSEFGWSDHGPITPEISSMLINNN 0.27 030 | 031 | 031 | 022 | 025 | 051 - 0.45
9 STHKPH 0.54 021 | 029 | 037 | 030 | 046 | 035 | 045 -

D Motif 1 . Motif 2 . Motif 3 . Motif 4 D Motif 5 D Motif 6 . Motif 7 . Motif 8 . Motif 9

Sequence [ E-valuelZ

Block Diagram @

RAP2.2 2.2¢-168 | L I | mm BN BN A4
RAP2.12 4.8e-161 | L I N = B . [
RAP2.3 7e-71 ! L =N N =

HRE1 2.1e-60 | L [

HRE2 1e59 | L u

50

o=

o
100

N L L R I
150 200 250 300 350

Ubicacion de dominios para las secuencias de Arabidopsis resultado del andlisis con discriminacion con cualquier nimero de repeticiones.
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Brachypodium /modo normal / cero o una ocurrencia por secuencia

Similitud
CMV Mejor coincidencia
1 2 3 4 5 6 7 8 9
YRGIRQRPWGKWAAEIRDPHKGVRVWLGTYNTAEEAARA
1 - 0.25 0.19 0.53 0.39 0.20 0.38 0.35 0.23
YDVEARRIRGKKAKVNFP
2 MCGGAILYDLIP 0.25 - 0.32 0.17 0.11 0.31 0.19 0.33 0.29
3 CMNLYSDQGSNSFGCSDFGWDCDIKTPDITSV 0.19 0.32 - 0.47 0.33 0.43 0.31 0.27 0.32
4 LWSFDD 0.53 0.17 0.47 - 0.09 0.39 0.32 0.33 0.50
5 KHQQQQ 0.39 0.11 0.33 0.09 - 0.39 0.22 0.34 0.27
6 KPIVNNMGNTNAHSYPVVDYSLHKPFLQPQNMPFM 0.20 0.31 0.43 0.39 0.39 - 0.20 0.40 0.38
7 DDFEADFRGFE 0.38 0.19 0.31 0.32 0.22 0.20 - 0.14 0.28
8 RVTTGHLWP 0.35 0.33 0.27 0.33 0.34 0.40 0.14 - 0.23
9 YESIDSLLSCDYMQ 0.23 0.29 0.32 0.50 0.27 0.38 0.28 0.23 -
[ Imotirs  [Jmotirz [ votrs [lmotira [ |motits [ motife [ motir7 [ motirs [ motir o
Sequence E-value Block Diagram

Bradi1g46690 46-163 1 [ 1 | [ | T s e

Bradi3g60120 7e-156 1 -_-_- _ ___-_._

Bradi4g31040 1.3e-118 T N = —_— -

Bradilg72450 3.7e-90 I (B Ik | wn B W

Bradi2g11890 2.8e-81 1 L B =

Bradilg72457 1.5e-78 1 H = W N =

Bradilg17960 2.4e-73 T = rm.

Bradi2g27920 7e-56 7 -

6 ' so 1060 150 200 250 300 3% 400

Ubicacion de dominios para Brachypodium anélisis normal con cero o una ocurrencia por secuencia.

79




Brachypodium /modo normal / una ocurrencia por secuencia

Similitud
CMmvV Mejor coincidencia
1 2 3 4 5 6 7 8 9
YRGIRQRPWGKWAAEIRDPHKGVRVWLGTYNTAEEA
1 - 0.25 | 0.50 0.31 0.46 | 0.28 0.28 0.34 0.3
ARAYDVEARRIRGKKAKVNFP

2 MCGGAILYDLIP 0.25 - 0.17 0.29 0.07 | 0.33 0.36 0.26 0.23
3 LWSFDD 0.50 | 0.17 - 0.36 0.06 | 0.28 0.24 0.31 0.28
4 RRVTAGHLWP 031 | 029 | 0.36 - 054 | 0.18 0.47 0.19 0.36
5 RHRQNQ 0.46 | 0.07 | 0.06 0.54 - 0.10 0.37 0.28 0.29
6 HNSFMCCDLMW 0.28 | 0.33 | 0.28 0.18 0.10 - 0.3 0.19 0.39
7 IQQQLM 028 | 0.36 | 0.24 0.47 0.37 | 0.30 - 0.28 0.34
8 DDFEAHFEHFH 034 | 026 | 0.31 0.19 0.28 | 0.19 0.28 - 0.26
9 MNLTSHQ 030 | 0.23 | 0.28 0.36 0.29 | 0.39 0.34 0.26 -

[ Imotfs [Jmottz [motcs [P motita [ |motits []motite [motit7 [Jmotics [ motio

Sequence E-value Block Diagram
Bradi1g46650 4.2¢-105 T HE = m CH I —
Bradi3g60120 2.2e-99 1 N = m [ | m
Bradi4g31040 5.5e-97 | o= N m m -
Bradi2g11890 l.4e-89 1 [ [T W= — =0 N
Bradilg72450 4.8e-86 | HE-E = - Hm
Bradilg72457 1.1e-82 | = N - = = I
Bradilg17960 1.5e-79 1 [ [T T E—— mo W
Bradi2g27920 3e-68 ! = 0
| T T [ N T T I |
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Ubicacion de dominios para Brachypodium analisis normal con una ocurrencia por secuencia
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Brachypodium /modo normal / cualquier nimero de repeticiones

Similitud
CMV Secuencia
1 2 3 4 5 6 7 8 9
YRGIRQRPWGKWAAEIRDPHKGVRVWLGTYNTAEEAAR
1 - 0.25 0.19 0.53 0.39 0.38 0.30 0.23 0.49
AYDVEARRIRGKKAKVNFP

2 MCGGAILYDLIP 0.25 - 0.33 0.17 0.11 0.19 0.31 0.29 0.09
3 NPIEKPCMNLLSDQNSNSYPCSDFGWDCDFMTPDNTS 0.19 0.33 - 0.48 0.36 0.27 0.26 0.35 0.27
4 LWSFDD 0.53 0.17 0.48 - 0.09 0.32 0.35 0.5 0.06
5 KHQQQQ 0.39 0.11 0.36 0.09 - 0.22 0.26 0.27 0.47
6 DDFEADFRGFE 0.38 0.19 0.27 0.32 0.22 - 0.11 0.28 0.09
7 RRVTEGHLWP 0.30 0.31 0.26 0.35 0.26 0.11 - 0.22 0.32
8 YESIDSLLSCDYMQ 0.23 0.29 0.35 0.50 0.27 0.28 0.22 - 0.18
9 KRKRKN 0.49 0.09 0.27 0.06 0.47 0.09 0.32 0.18 -

[[Imotrs [JPrmotrz [rorrs [ motra [ Jmotrs [ motrs [ motr7  [Jroers [ motre

Sequence E-value Block Diagram
Bradi1g46690 140129 1 HE & [ [ I s e
Bradi3g60120 6.70-128 1 HE & [ I I =N
Bradi4g31040 ze-122 1 mo = Bl B =
. = I =
Bradilg72450 9.2e-92 ! EEOE
Bradi2g11890 2e-84 I [ B — N =
.
Bradilg72457 1.4e-75 1 L = L
Bradi1g17960 1.4e-73 1 L = nm.
.
Bradi2g27920 3.2e-56 ! L
1 L T 1 L I I [ R L |
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Ubicacion de dominios para Brachypodium anélisis normal con cualquier nimero de repeticiones.
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Brachypodium / discriminacion /cero 0 una ocurrencia por secuencia

Similitud
CMV Mejor coincidencia
1 2 3 4 5 6 7 8 9
PWGKWAAEIRDPHKGVRVWLGTYNTAEEAARAYDVEAR
1 - 0.25 044 | 0.28 0.35 0.20 | 0.20 | 0.38 0.21
RIRGKKAKVNFP
2 MCGGAILYDLIP 0.25 - 0.07 0.35 0.23 0.32 0.30 | 0.19 0.33
3 KRKRKNQ 0.44 0.07 - 0.35 0.08 0.28 0.29 | 0.10 0.21
4 RRVTEGHLWP 0.29 0.35 0.35 - 0.26 0.19 0.32 | 0.10 0.27
5 LWSFDDMI 0.35 0.23 0.08 0.26 - 0.45 0.30 | 0.28 0.35
6 CMNLYSDQGSNSFGCSDFGWDCDIKTPDITS 0.20 0.32 0.28 0.19 0.45 - 041 | 0.31 0.27
7 KPIVNNMGNTNAHSYPVVDY SLHKPFLQPQNM 0.20 0.30 0.29 0.32 0.30 | 0.41 - 0.20 0.25
8 DDFEADFRGFE 0.38 0.19 0.10 0.10 | 0.28 0.31 0.20 - 0.28
9 IADLEPYMKFLMDPYVGESIDSFL 0.21 0.33 0.21 0.27 0.35 0.27 0.25 | 0.28 -

[ motfs [moticz [Jrotcs [ mours [ Jmotrs [ motits [ mott7  [Jrorts [ motiro

Sequence E-value

Bradilg46690 8.8e-176 |
Bradi3g60120 6.2e-165 1
Bradi4g31040 3.9e-116 T
Bradilg72450 2.6e-71 1
Bradi2g11890 2.7e-64 1
Bradiig72457 1.4e-63 |
Bradi1ig17960 6e-61 !
Bradi2g27920 2.2e-50 1

Block Diagram

HE B B N P e

HE W [ [ — [ [ ]
[ [ — [ [
HE B [ = O

M= s

| [ | /] O

| m [T 1

| O —

©  so 100 150 =200 250 300 350

Ubicacion de dominios para Brachypodium analisis con discriminacion con cero o una ocurrencia por secuencia.

o
400
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Brachypodium / discriminacion / una ocurrencia por secuencia

Similitud
CMV Mejor coincidencia
1 2 3 4 5 6 7 8 9
PWGKWAAEIRDPHKGVRVWLGTYNTAEEAARAYDVEAR
1 - 0.25 0.40 0.25 0.72 0.57 0.34 | 0.52 0.48
RIRGKKAKVNFP
2 MCGGAILYDLIP 0.25 - 0.37 0.17 0.30 | 0.22 0.26 | 0.11 0.29
3 TNACKYP 0.40 0.37 - 0.19 0.48 024 | 020 | 0.24 0.27
4 HQKPNQQQQ 0.25 0.17 0.19 - 0.26 034 | 018 | 041 0.07
5 TANHAA 0.72 0.30 0.48 0.26 - 0.10 | 0.26 | 0.15 0.21
6 RGIRQR 0.57 0.22 024 | 034 | 0.10 - 0.10 | 041 0.20
7 DDFEAHF 0.34 0.26 0.20 0.18 0.26 0.10 - 0.22 0.24
8 KRKRKN 0.52 0.11 024 | 041 0.15 0.41 0.22 - 0.15
9 GLWSFD 0.48 0.29 0.27 0.07 0.21 020 | 0.24 | 0.15 -

[[Imotif s [ motif 2

Sequence E-value

Bradilg46690
Bradi3ge0120
Bradi4g31040
Bradilg17960
Bradi2g11890
Bradilg72450
Bradilg72457

Bradi2g27920

1.6e-87 1
5.5e-84 1
2e-80 !
5.3¢-78 |
1.4e-76 1
1.1e-71 1
1.7e-71 1
6.7e-63 1

Block Diagram

B votics [ votifs [ motirs [ motife [ motir7 [ Motite [ motifo

| = [ [ [l m] m

| | il [ R | m
Ho= N [ [ H = m

B = s ml

B =l O om

H =n T m - = Oom

| m [~ m[= | =]

| ETTTTh m =

o  so 100 150 200 250 300 350 400

Ubicacion de dominios para Brachypodium analisis con discriminacidén con una ocurrencia por secuencia.
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Secuencias de arroz, Arabidopsis y Brachypodium/modo normal/ cero o una ocurrencia por secuencia

Similitud
CMV Mejor coincidencia

1 2 3 4 5 6 7 8 9
. RKRKNQYRGIRQRPWGKW,:;\EIRDPVKGVRVWLGTFNTA ) 018 | 017 | 012 | 017 | 022 | 030 | 030 0.39
2 AARAYDAEARRIHGHKAKVNFPNE 0.18 - 022 | 015 | 015 | 012 | 015 | 0.30 0.23
3 MCGGAIISDYIP 0.17 | 0.22 - 019 | 019 | 031 | 0.19 | 0.33 0.24
4 YMYLSSDQGSNSFGCSDFGWDDHAPTP 0.12 | 015 | 0.19 - 015 | 021 | 029 | 0.22 0.23
5 KKKKCHQGEDEDFEADFQEFHDDDDDD 0.17 | 015 | 0.19 | 0.15 - 0.21 | 0.26 | 0.31 0.17
6 GDERILLECCSDDVMDSLLAGFDV 0.17 | 012 | 031 | 021 | 0.21 - 0.34 | 0.30 0.32
7 VDLWSFDDIIMM 022 | 015 | 0.19 | 029 | 0.26 | 0.34 - 0.24 0.29
8 RRVTAEHLWP 030 | 030 | 033 | 022 | 031 | 030 | 0.24 - 0.29
9 HORTYGRWSAEIRDNVIKGHRFWIGTYDT 039 | 023 | 024 | 023 | 017 | 032 | 029 | 0.29 -
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[Jnotis  [rotz rotez [ vetea [ Jroits [motite  [roes  [Jmotcs [ rotio

Sequence E-value Block Diagram
RAP2.2 1.5e-128 T I . I I— L
RAP2.12 2.7e-128 1 L I [— .
Bradilgd6690 42e-124 1 I I [ B
Bradi3gs0120 48e121 1T L I I .
Bradi4g31040 476117 1 - | I I .
SUB1A 5.7e-102 T | I )
SUBIE te101 T [ O s W .
suB1C 2.1e90 1 I I -
Bradilg72450 15e-86 1 I . I -
Bradilg72457 3e-80 1 - I L
RAP2.3 2.1e76 1 N = I .
Bradi2g11890 2.1e76 1 - I
Bradilgl7960 1e-72 7 - I .
HRE2 9.2e69 I | I
HRE1 13e-66 T | I
Bradi2g27920  2.7e-60 1 [ B —
SNORKEL1 le-51 T L [ B
SNORKEL2 3.5e47 1 0
o 0 s T awe T Taso T U200 T 250 0 a0 T ase T abo

Andlisis con las secuencias de arroz, Arabidopsis y Brachypodium modo normal con cero o una ocurrencia por secuencia.



Secuencias de arroz, Arabidopsis y Brachypodium/modo normal/ una ocurrencia por secuencia

Similitud
CMV Mejor coincidencia

1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 KGVRVWLGTYNTAEEAARAYDAEARRIHGHKAKVNFPNE - 021 |026 |[030 |036 |[036 |024 |029 |0.28
2 NQYRGIRQRPWGKWAAEIRDP 0.21 - 0.17 | 028 |040 |045 |0.17 |0.21 |O0.16
3 MCGGAIISDYI 0.26 017 |- 028 |[025 |0.04 |020 |0.10 |O0.23
4 DFEAHFQEFH 0.30 028 |028 |- 037 |016 |[0.26 |0.22 |0.30
5 CLWSFD 0.36 040 | 025 |037 |- 0.02 |030 |[0.09 |0.23
6 NKRKRK 0.36 045 | 004 |0.16 |0.02 |- 0.22 |0.28 |0.03
7 SDQGSNQFDCS 0.24 017 |020 |026 |030 |022 |- 019 |0.14
8 PPPPHQ 0.29 021 |010 [022 |009 |028 |019 |- 0.00
9 YMCFLH 0.28 0.16 |[023 [030 |023 |[0.03 |014 |0.00 |-
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Sequence
Bradilg46690

RAP2.2
RAP2.12
Bradi3gs0120
Bradi4g31040
Bradi2g11890
SUB1B
SUB1A

HRE2

HRE1
Bradilg17960
RAP2.3
Bradi1lg72457
suUBiC
Bradilg72450
Bradi2g27920
SNORKEL1

SNORKEL2

Andlisis con las secuencias de arroz, Arabidopsis y Brachypodium modo normal con una ocurrencia por secuencia.

E-value
3.6e-92

le-01

2.7e-89
7.0e-89
2.6e-84
4.4e-78
1.8e-73
2.6e-73
7.3e-72
1.9e-71
5.1e-71
1.2e-69
3.3e-67
6.1e-65
1.7e-64
1.7e-64
2.7e-60

3.3e-46

T

[Jvotifr [ rotez [ rotrs  [lmotiia [ Jmouts [ mofs [ ot [ rotrs [ motis

Block Diagram

I
i
= [

|

|

H

E
|

;

F

|

!

i

=

.
200

P
200

400
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Secuencias de arroz, Arabidopsis y Brachypodium/modo normal/ cualquier nimero de repeticiones

Similitud
CMV Mejor coincidencia

1 2 3 4 5 6 7 8 9
L RKRKNQYRGIRQRPWGKW,:;\EIRDPVKGVRVWLGTFNTA ) 018 | 017 | 012 | 016 | 017 | 023 | 034 0.7
2 AARAYDAEARRIHGHKAKVNFP 0.18 - 022 | 016 | 018 | 012 | 014 | 0.21 0.25
3 MCGGAIISDYIP 0.17 | 0.22 - 019 | 013 | 031 | 019 | 0.35 0.21
4 YMYLSSDQGSNSFGCSDFGWDDHAPTP 012 | 0.16 | 0.19 - 020 | 021 | 0.28 | 0.22 0.28
5 DEDFEADFQEFHDDDDDDC 0.16 | 0.18 | 0.13 | 0.20 - 022 | 025 | 0.24 0.33
6 GDERILLECCSDDVMDSLLAGFDV 0.17 | 012 | 031 | 0.21 | 0.22 - 0.36 | 0.24 0.26
7 VDLWSFDDIIMM 023 | 0.14 | 019 | 028 | 025 | 0.36 - 0.20 0.38
8 RRVTNEHLWPELK 0.34 0.21 0.35 0.22 0.24 0.24 0.20 - 0.17
9 LMDLEPYMRFL 027 | 025 | 021 | 028 | 0.33 | 0.26 | 0.38 | 0.17 -
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D Matif 1 . Matif 2 . Matif 3 . Motif 4 D Motif 5 . Motif & . Motif 7 . Motif 8 . Motif 0

Sequence 7] E-value[?] Block Diagram

Bradi1g46690 4.6e-120 T - L I | B

RAP2.2 26124 ¥ I T [ [

RAP2.12 %e-124 ¥ N . | — [ S

Bradizgs0120 9.1e-121 T | | I [ [

Bradi4g31040 g.4e-112 1 - . | I N

SUB1B 1.7e93 1 | s =

SUB1A 1e-92 T L I

suB1C 23e-84 ¥ L /.

Bradilg72450  2.5e-81 ¥ I . || [ .

Bradi2g11890 3.6e-77 I I | [ |

RAP2.3 22876 1 . L -}

HRE2 7.3e73 ¥ e I |

Bradilg72457 8.4e73 1 e L — e

Bradilgl7960  4e-69 ! | L B

HRE1 1.3e-63 1 | — |

Bradizg27020  3.2es7 1 M T

SNORKEL1 1.3e30 [ — | .

SNORKEL2 Ge-16 I —
1 1 " " " " 1 " " " " 1 " " " " 1 " " " " 1 " " " " 1 " " " " 1 " " " " 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Anélisis con las secuencias de arroz, Arabidopsis y Brachypodium modo normal con cualquier nimero de repeticiones.



Secuencias de arroz, Arabidopsis y Brachypodium/discriminacién/ cero o una ocurrencia por secuencia

Similitud
CMV Mejor coincidencia

1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 KGVRVWLGTYNTAEEAARAYDAEARRIHGHKAKVNFP - 018 | 022 | 018 | 019 | 025 | 031 | 041 0.24
2 QYRGIRQRPWGKWAAEIRDPV 0.18 - 0.17 | 012 | 0.14 | 022 | 0.19 | 0.39 0.24
3 MCGGAIISDYIP 0.22 | 0.17 - 0.13 | 0.18 | 031 | 0.26 | 0.02 0.33
4 DEDFEADFQEFHDDDDDDCDG 0.18 | 0.12 | 0.13 - 021 | 020 | 032 | 0.21 0.28
5 YMYLSSDQGSNSFGCSDFGW 019 | 0.14 | 0.18 | 0.21 - 0.23 | 033 | 0.8 0.23
6 GDERILLECCSDDVMDSLLAGFDV 025 | 022 | 031 | 0.20 | 0.23 - 0.33 | 0.19 0.22
7 VDLWSFDDII 031 | 019 | 026 | 0.32 | 0.33 | 0.33 - 0.06 0.24
8 KRKRKN 041 | 039 | 002 | 021 | 0.18 | 0.19 | 0.06 - 0.38
9 RRVTAEHLWPDLK 024 | 024 | 033 | 028 | 0.23 | 0.22 | 0.24 | 0.38 -
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Sequence
RAP2.2

RAP2.12
Bradilg46690
Bradi3ge0120
Bradi4g31040
SUB1B
SUB1A
SUB1C
Bradilg72450
RAP2.3
Bradi2g11890
Bradi1lg72457
HRE2
Bradilgl7960
HRE1
Bradi2zg27920
SNORKEL1
SNORKEL2

Anélisis con las secuencias de arroz, Arabidopsis y Brachypodium modo con discriminacién con cero 0 una ocurrencia por secuencia.

E-value [7]
1.6e-118

1.3e-115
3.7e-113
1.4e-108
2.1e-106
2.8e-95
4.8e-99
5.8e-85
2.4e-81
7.3e-73
1.2e-72
1.4e-72
7.8e-68
2.5e-66
3.1e-63
1.1e-36
2.1e-45

5e-37

I

D Motif 1 . Motif 2 . Motif 3 . Motif 4 D Motif 5 . Motif & . Motif 7 . Motif 8 . Motif

Block Diagram

I | [ | 1
I | ol ] 1 [
I | N 00 ] 1 — Bl
I N [ | 1
Il e w0 ] 1 =
[ Il | | —
[ 1 [ I [ I
| = N I—
[N | | [
[ N [
e -
[ [ ] o
[ [~ =]
[ [ o
[ | E— N 0w
[ [ I
[ [ [
I [
0 50 100 150 200 250 300 350 400
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Secuencias de arroz, Arabidopsis y Brachypodium/discriminacién/ ocurrencia por secuencia

Similitud
CMV Mejor coincidencia

1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 KGVRVWLGTYNTAEEAARAYDAEARRIHGHKAKVNFPNE - 021 | 026 | 042 | 032 | 033 | 031 | 0.16 0.30
2 QYRGIRQRPWGKWAAEIRDPV 0.21 - 0.17 | 037 | 0.28 | 0.26 | 0.19 | 0.19 0.37
3 MCGGAIISDYI 0.26 | 0.17 - 0.05 | 020 | 0.22 | 010 | 0.22 0.12
4 KRKRKN 0.42 | 0.37 | 0.05 - 0.09 | 006 | 025 | 0.23 0.46
5 FEAYFQEF 032 | 0.28 | 0.20 | 0.09 - 0.33 | 0.07 | 0.25 0.12
6 VDLWSFDD 033 | 026 | 0.22 | 0.06 | 0.33 - 0.13 | 0.27 0.07
7 PPPPSQ 031 | 019 | 010 | 025 | 0.07 | 0.13 - 0.33 0.44
8 CMNECSGQHSIQHMC 016 | 019 | 022 | 023 | 025 | 0.27 | 0.33 - 0.34
9 CHHQKRR 030 | 037 | 0.12 | 046 | 012 | 0.07 | 044 | 034 -
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[wotit1  [rotitz [ motics [ motes [ Jvotics [metite  [motic7  [Jrotice [ motio

Sequence E-value Block Diagram

RAP2.2 33e87 1 Bl = ] I [ o

Bradi1gd65690 15e-84 ¥ Bl = / = [ i

Bradidg31040  3.8e-84 ¥ B = 1 . = [ =

Bradi3g60120 1.1e83 ¥ L - == I | i I

RAP2.12 1.1e82 1T i 1 = — s

Bradi2g11890 2.1e-78 T N -l — |

SUBLA 78e78 1 - m ] m N = - -

SUBLB 1.1e-74 T e =] - s

HRE2 23e73 1 . = [ W

Bradi1g72450 13e72 ¥ L -] I —— |

Bradilg17960 1.9e-72 1T N = m T

RAP2.3 22072 1 [ IR S e N o

SUBLC 4.38-70 1 m [ ] — = 2 N

Bradilg72457  6.4e70 ¥ e e =] o

HRE1 2e-69 1 . — . = .

SNORKEL1 55666 ¥ . = T o m = o .

Bradi2g27920 28665 1 N @ A - e

SNORKEL2 74e48 1 222 =TT =
1 ’ ’ ’ ’ 1 ’ ’ 1 ’ ’ ’ ’ 1 ’ ’ ’ ’ 1 ’ ’ ’ ’ 1 ’ ’ ’ ’ 1 ’ ’ ’ ’ ] ’ ’ ’ ’ 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Andlisis con las secuencias de arroz, Arabidopsis y Brachypodium modo con discriminacién con una ocurrencia por secuencia.



Apéndice D: Tutorial Mega 6

Para la generacion del arbol filogenético usando el programa MEGA 6 se genera un archivo en un bloc

de notas con las secuencias de aminoacidos de la siguiente manera:

>Bradilg72457.1
MCGGAILAELTPPPARGGGASKPVGAKGQVWPVSSKKEGGTNKTRHGSVVDDFEAAFE...

En el programa MEGA 6: Align —Edit/Build Aligment

% MEGA 6.06(5140226) — O

File Analysis Help
= % v s m _ % % &% _®m _ B _ O ._ T
lign Data Models Distance Diversity Phylogeny User Tres Ancestors Selection Rates Clocks Cizgnoss

Edit/Build Alignment

Edit/View Sequencer Files (Trace)...
Open Saved Alignment Session...
Show Web Browser

CQuery Databanks

Do BLAST Search

Ny E =

@ e = = e @ . £ &

First Time User? Tuterial Examples Citation Report = Bug Updates? MEGA Links Toolbar Preferences
MEGA releaze #5140226

Aparecera una ventana y seleccionamos Create a new aligment y luego Protein.

W ME: .. - O x W& Datatype for alignment
Select an Option

(®) Create a new alignment

() Open a saved alignment session
(") Retrieve sequences from a file

X Conce proten | | Cance

‘?I’J Are you building a DMNA or Protein sequence alignment?

Aparecera otra ventana seleccionamos Insert sequences from MEGA/FASTA/text sequences file (icono

como se muestra en la imagen).

&% ME: Alignment Explorer - O
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

D&% =& (=)
Protein Sequences
0 = with wio Gabs

Se selecciona el archivo que se generé en el bloc de notas y posteriormente una opcién de alineamiento,

en este caso se utiliz6 MUSCLE.
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#% ME: Alignment Explorer - O >

Data Edit Search Alignment Web  Sequencer Display Help

D Y| =& i wi o o By 4 X ¥ |m®E| a4 #
Protein Sequences ’ Align selected with MUSCLE)
Species/Abbrv Group Name & | e ke
1. Bradilg72457 MCGGRAILAELT PR PARGEGASEEVGRAEGRVWEVS SKEEGGTNETRAGSVVDDEFER
2. Bradilg72450 MCGGAILAELTEPTAPEARRVTEAGHLWEGKGGKN QRO KRRSGADDFEALFREFDED
3. Bradi3g60l20 MCGGAILTDLERERPANSRELEAEGLLWEEKEKVCHEGEEDDFEADFGGFENVDEDLH
4. Bradi2gllg&3a0 MCGGRAIIYDYIFAPREVSAADEFWFDADDSDAESTAEPHEARRAKREERNQYRGIRQH
5. Bradidg3lo4o0 MCGGAILSGEIRPRSARLRR R R RKEKKEOOOORVMADEALWEGLORKREGAEVEDFER]
&. Bradi2g27920 MCGGAVIAGEVPEGSSSS S LI GEELTTEKPPARGRKTIAYREGIRRREWGRWARETIR]
7. Bradilgl7960 MCGGATIIPDCIPEHDEHRTADFWPLASDEAGHELY PEAGLSLTGACKERPEYQEERER]
&. Bradilg46630 MCGGRAILSDIIEFEPREVIDGHLWEFAEEKRGKGV GGGRPREVEEEEFEEEEFERGEHR
9. SUB1R MCGGEVIEPLODMER AR PFTPRRHGOGETWHVDRERENKKEKRERGLADEEWARFQEFMERDT
10. RRLP2.12 MCGGA I ISDETPERRSERVISEFIMEDLEENLKGSKKSSENRSNFEDFDAEFEAD H
11. HRE1l MCGGAVISDYIAPEKIARSSGHESSWRSNGVFDCSIYDFDGHNFDELESDEEFWESS]
12. HREZ2 MCGGATIISDEIWSHESESERSQLGSVSSREEREBEVSVSEERDGERERKNLYRGIRZH
13. R&P2.2 MCGGRAIISDEFIFPPRSLRVINEFIWEPDLENKVKASKEKRSNKRSDFFDLDDODFEADH
14. RRLP2.3 MCGGAIISDYAPLVTELKEGRELTAEELWSELDLSARDODERGEYSTSKELHETHQ VNN

Seleccionamos Compute. Posteriormente esperamos a que termine de realizar las iteraciones y

guardamos la sesion.

Para generar el arbol filogenético seleccionamos Phylogeny —Construct/ Test Neighbor-Joining Tree y
seleccionamos la sesidn que se guardd anteriormente.

M MEGA 6.06(6140226) — O x

File Analysis Help
¥ ¥ s m % | ® & _ ®m_ E .0 _ T
Data Models Distance Divarsiy Phylogeny User Trea Ancestors  Salection Rates Clocks Dizgnosa
Inl  Construct/Test Maximum Likelihood Tree...
%% Construct/Test Neighbor-Joining Tree...
Construct/Test Minimum-Eveolution Tree...

=
5 |l
Em

p

1%

Construct/Test UPGMA Tree...
Construct/Test Maximurn Parsimony Tree(s)

Open Tree Session

@D 2 =] = =] e @9 . £ &

First Time Usar? Tutorial Examples Citaticn Report 3 Bug Updates? MEGA Links Toolbar Preferances
MEG& release HE140226

Aparecera una ventana: Analysis Preferences; en la seccion de Test of Phylogeny se selecciona
Bootstrap method; en No. of Bootstrap Replications: 1000; Model/ Method: Poisson y en la seccién de

Gaps/Missing Data Trearment: Pairwise deletion. Se selecciona Compute.
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W ME: Analysis Preferences — O x
Options Summany
Oplion Selection
Analysis Phylogeny Reconstruction
Scope All Selected Taxa
Statistical Method Neighbor-joining
Phylogeny Test
Test of Phylogeny Eootstrap method

No. of Bootsirap Replications | 1000
Substitution Model
Substitutions Typs Aming acid
Model/Method Poisson madel
Rates and Patterns
Rates among Sites Uniform rates
Pattern amang Lineages Same {Homogeneous)
Data Subset to Use
Gaps/Missing Data Treatment Pairwise deletion

2 v X cocs

Esperamos un momento y aparece la ventana “Tree Explorer”.

Apéndice E: Secuencias ERFs-VII

oligonucleotidos (RNA-Seq NCBI).

Brachypodium para el disefio de

En letras negritas se indica la zona donde se disefiaron los oligonucleétidos. Codigo de colores (intrones en

mindsculas):

5UTR

3'UTR

ATG

L X4

7
*

Bradi2g27920.1

INTRON

EXON

5 TCCAGTATCATCACGGTATCAGTCTATATGTCAGCCCGCAGCATTGTACAGTACAGTACCACGGACATCGAC

TAGTCATACCCCAGTACTTGTGCCACTGTGCTCCTCTGCACGCTCCACTCCTCTCTTTAGTCAGTTCTTCAAGC

TCGTGTTATATATATAAAGGAGCAAAGTGGGTGTTCTAAAACGAAGCAAATAACTAGCAATTGCTTTAGCCTCC

TGTATCTCGCGTTAGTTGTCAAAGCGAATAAGTTGAGAAACGACACAATGTGCGGAGGAGCGGTCATCGCCGGC

TTCGTCCCCGAGGGATCCTCCTCATCGAGCCTCACCGGtaaatactacactageccacttageccaggecgacttg

atgcggcgattccattttatataatcaacttgtcagtacaaacttgcaggcctcagtacttaatgctagtccta

tctcatatatatgcaacttgtctggtcttattttctgcagatgattctcttatcaaatctataagcatggttac
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agtggaccgatggcagttaatatgtgctgctggtttatgtgtcaGGGGAGGAGTTGACAACGGAGAAGCCGCCG
GCGCCTGGGCGGAAGACGGCGTACCGCGGGATCCGGCGCCGGCCATGGGGCCGCTGGGCAGCGGAGATCCGCGA
CCCGAGGAAGGGGACGCGCGTCTGGCTGGGCACCTACGCCACCGCCGAGGAGGCCGCGCTAGCCTACGACGTGG
CGGCGCGCGACATCCGCGGGGCCAAGGCCAAGCTCAACTTCCCTCCGGCGGTCGACCACGCGGCCGTGGAGGAG
GCAAAGAAGCGCAGGACGAAGGCCGCGGCCGTGGAGAGCTCGTGCTCTTCGTCTCCCCTTCCGGCAACGTCTAC
GGGCGGCGGCGGCGGCGGAGCTGAAAGGCTTCGGGAGTGCATGTCCGGGCTGGAGGCGTTCCTGGAGCTGGAGA
ACCCCGCTGGAGTCGGCGAAGATGTCGACCTCATGTTCGAGTAGACTGTAGACGCTTCCATTGGACCGGTAGTC
TCTGGAATTTCCGTAGTCTCTTGTAGCCTTGACTGTCGCGGAGTCTCAAGTCTGCAGTTCAGCCCCTGGTGCTG
TCACTGCTAGCGTGAGGCTGGCTAAATAAACAGATTCAGGACCCTCTGATCCAAAATAAATGGATAAACAGATT
CAGGG3’
« Bradilg46690.3
5" AAGACTCCATTTTTACTTACCTCGCCGCAAGCCCAAGTGCGCAAGCACAAACACATCACACGCATCTCCTC

CGTCTTGTTCCCCAGCGGCGTTTTCCTTTGCAGTTTTTGCTTGCTCTCTACTGCTCCTCTAGCGGTGGGTAGTC
CCGCTCTCGCGAGTCGTCAGCCATGTGCGGCGGGGCCATCCTCTCCGACATCATCCCGCCGCCGCGGCGGGTCA
CCGACGGCCACCTCTGGCCGGCGGAGAAGAAGAGGGGGAAGGGCGTTGGCGGCGGGAGGCCCCGGCGLCGTGCLC
GAGGAGGAGTTCGAGGAGGAAGAGTTCGAGGCCGGCTTCGAGGGGTTCGAGGAGGAGCTCGGGGAGGTGGAGGT
GGGATTCGGCGACGAGATCAAGCCCTCCCTCGCCAGCAGGAACGGCAGCGCCGGAGGTaaaaaggaattggtte
cgccgtceccgcecgtcecgatcectgtgtggetttgttggtececcttecgggecgagacatagaggggttggtttecttggttt
cgtcctgagaaatatctagtgttctgggtcactggtctgtggatccgtagatttgctecctcatattcatgectt
gggagggagtatatttgagttcataggtgggttggtggtggattagcttagttttcttttccgatttgttcact
aggaaggtaggtttctttaaatgttcaacccaaattccgactggtgagtatcagtaatcatctctatgatatga
tgtgagtacttccctggattcttaagatcgagcttccatacgtcacccgtaggagttgggecttttttectgagaa
cttccccagattgcatctaattagtttttcaatgttaaattgacttagecctecgttacttttgtgggagaacttt
gcctaactccagtcaaaacttatttttttgtcatgttgactgggagatgtgggaaaataagtgatggatgeccac
agccacgctggttgtagagaaggttgtaatttttgtatgaagataggtgttgtagcagtggcttgttctgatta
tttctttttaaatttctccaccttctgattgggctggtcatcagttctctctcatgaatttttttatttgtcat
acagttcttgtgttaaaaagtatttcatgctctaatcatctaatcaactattaatgctgtatgctcatagtcta
ccatatagtagagcttacttttatggaatagtggatctcttatgttgatctcactgcttcattcagATGGATTA
AATGCAACTAGTGCTGGTGCTGATGGCCGCGCATCAGGGTCCTCTAAAAGGAAGAGAAAGAACCAATTCAGGGG
CATTCGACGCCGCCCTTGGGGTAAATGGGCTGCTGAAATCAGAGATCCTCGTAAGGGTGTCCGCGTCTGGCTTG
GCACTTACAACTCTGCTGAGGAAGCTGCCAGAGCTTATGATGCTGAAGCACGCAGGATTCGTGGCAAGAAGGCA
AAGGTCAATTTCCCCGAAGAGGCTCCTGTCACTTCTCAGCGCCATGCTGAACCTACCTTTGTGAAGGTGTCTGA
ATTCAACACTGAGGAGAAGCCCATAGTCAACACCATGGGCAACACAAATGCGCACTCCTACCCTGTTGTTGACT
ACAGCTTACATGAGCCATTCTTGCAGCCACAGAACATGTCTTTCATGCCTGTAATGAATGCAGTTGAGGCTCCA
TTCATGAATCTTTCCTCTGATCAAGGGAGTAACTCCTTCAGTTGCTCAGACTTTAGCTGGGAGAATGATATCAA
GACCCCTGACATAACATCTGTGCTTGCATCCATTCCCACTTCGACAGAGGTCGATGAATCTGCATTCCTCCAGA
ACAATGCCAATAATGCAGCACTACCACCTGTGATGGGTAATGCTAACGTTGATATCGCCGACCTGGAACCATAC
ATGAAGTTCCTGATGGACAGTGGTTCAGATGAGTCAATTGACAGCATGCTAAGCTGTGATGGATCTCCGGATGC
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GGTCGACCTTTGGACCTTCGATGACATGCCCATGTCTGCTGGCTTCTACTGAGGGATCTGAGGTCTATTGGTGC
CTGTACATATAAACAAAGGGS’
« Bradi3g60120.3

5 GCTGCCGTTTTCGGTCTCTGACGACACACACAAGTTTGCTAGCAGACATTTTTTTTCTCCGGCGCCGACGAG

TCCGACGAAGAAGACGAAGAGGAAGGGGAGCCATGTGCGGCGGCGCGATCCTCACCGACCTGAAGAGGLCCCCCC
GCGGTGTCGCGGAGGCTGGCGGAGGGGTTGCTGTGGCCTGAGAAGAAGAAGGTCTGCTGGAAGGGGGAGGAGGA
TGACTTCGAGGCCGACTTCGGCGGGTTCGAGGTTGTGGATGAGGACTTGGAGTTCGGGGGTGAGGAGGAGGAGG
CTGGAGACGACGATGTCGTCGAGATCAAGCCGCCCCCCGTCAAGAGGGCCTTCACCGGAGGTAccggctttteg
tctctgctctgtccgggacttagttcatctectgtttttttttttecctttegttectgattatttgtttagaagg
tcggaaatttgcctgattgtttagaaggtagtaggaaattattggaggecggtttggtegectecggttggecgagga
agaggaattattctggggttggtgtcggaaggctggattttagcggtgttgctecctgtttgtggattttagtga
ttttggagcggactggatgtgttcttgtggagtgatctgggataagggttaggccttaatcatcactccgtegt
gttaggatttctgaaattattactaccctcgtaggctgttcggattctgectececttttggagaagcaaaatttcg
gttgttaggttcctgatttggggatttctttaactccttgcgagecttatgatcattcatatgtttactgtttag
tcaaaggagttgaaaatctgcagaaaagggccaattgttctcecgttttgecttggaggtcacggeccatttgaatt
gctcctcecttgcttgatggttctagatttgtgtgagaattgtctaaggtttacttcaactagtceccteecgteecg
tattaattggcacgaaattgtactaaatccgcgccagttaatatggaacggagggagtatcaatctaaaggatt
ggtgtggtgattgttgtgtcctacaaagtacatcacactccttaattatttcaatcaatatgctataccttgtg
gtgcaaaatgtattgggagtttctttgtttgcttaggctatactagatgatcattttgttctattatctttaaa
aaaagtcctttgacttactttgaagcttttgatcttgcatcaatggaatatgcacctgatgtttcaccaggttc
ctcccacgtttgtatatactattgatagatgcagtcgactcttctgecgtcagtgecctctgattaaattgtccaa
gtcagttctgttaggtaagccgcgagagttgaaatgttggtctttccccgaaaacttaccaactgttagatett
gttccatgtttacacctcagatgggcaatttaaatattgaattagccagaagttggatattgagcttctttttt
tatatatttgtttgagagttgatctgacaaaaaaaatcctggattcacatagtctacaatggaggttatagata
taattgcagaatgatggtgaggcccatagcatgaggctgttcttaagaaccctcgattttcttcaaaattttga
aggggagtgtactcatggttaaatgtctgttggagatattatacatataaattcatctccattatcaaactaac
ttgtttaataatagaagtttgtccttgttggcctctcttaccattaacgttgceccttccattgcagATGACTTA
AGCACCATGACTAGTGCTGCTTTTGATGGTCCTGCAGAAAGGTCAGCAAAAAGGAAGAGGAAGAACCAATTTAG
GGGTATCCGCCAGCGCCCCTGGGGTAAGTGGGCTGCTGAAATCAGAGATCCTAACAAAGGTGTCCGTGTCTGGC
TCGGTACTTTCAACAGTGCTGAAGAAGCAGCAAGAGCTTATGATGCTGAAGCACGCAGGATCCGTGGCAACAAG
GCCAAGGTTAACTTTCCAGAGGAACCAAGAGCTGCTCAGAAGCGCCGTGCTGGCCCTGCTGCTGCTAAAGTGCC
CAAGTCAAGGGTGGAACAGAAACCTAATGTCAAACCAGCAGTCAACAACCTTGCCAACACAAATGCATCTGCGT
ACCCATCTGCTGACTTTGCCTCAAACAAGCCGTTTGTTCAGCCTGATAACAAGCCATTTGTTCAGTCTGATGAC
CTGTCATTTTTTCAGCCTGATGACCTGCCATTTGTTCAGCCCGATGACATGCCATTTGTTCCTGCAATGAACTC
TGCTGTCCCTATCGGGGCTCCTTGTATGAATCTGTACTCTGACCAGGGAAGCAACTCCTTTGGCTGCTCAGACT
TGGGCTGGGATTGTGACACCAAGACTCCAGATACAACGTCCGTTGCTCCCATCTCTACCATTGTTGAAGGTTTT
GAATATGCGGTTGTGAAGGGTAACACTCAGGACTCAGTGGTGCCCCCTGTTATGGAGACCAATACTGTTGATCA
CACCAATGTGCTGGAGACCAATCCTGTTGATCCTACCAGTGGGCTGGCTGATTTGGAACCTTTGTTGAAGTTTC
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TTCTGGAGGAGGATGCGGGTGAGTCGATTGATAGCTTTCTGAACCTTGATGAATCTCAGGATGTCAACGGACTT
TGGAGCTTTGATGACCTCATCTCCAGCGATTTCTATTGATGAATGTGGAGCCTGTACATAGGGAGAAAGGGS’
« Bradi2g11890.1
5" TAACTCACGAGACGATGTGCCGGTGATTGTCTTGTCGACGCTTTGTGGTGCTCCGTTCGAATTCTATAGGAA
TTGTCGTCGCCACCTACACGCCTACACTCCACAGTCCTGACCGTTGTATATAAACACACCGGAGCTGGTAGTCC
AACGCCTCGTATCATCCAAACCAATCCAACGTCCCCTAGTTCTTTCTACCCAGCGCGCGCTAAAATTCTCAAAG
AATAGTTTGTCCCCGGTCCTTTCCAATTTCCACCCCACTTTTGATCGAGCCCAGTATCCATGTGTGGCGGTGCC
ATCATCTACGACTACATCCCGGCGCCCCGCCGGGTGTCGGCCGCGGACTTCTGGCCCGACGCCGACGACTCCGA
CGCCCACAGCACCGCCCCCCACAAAGgtacgcacgccacgcctacaatttecctacggagtataagaagtaggaa
tttccgttgccagctgataggactgaatgagtggtgtgcatttgcagCGCGGCGCGCGAAGCGGGAGAAGAGGA
ACCAGTACCGCGGCATCCGGCAGCGGCCGTGGGGTAAGTGGGCGGCGGAGATCCGCGACCCCGTCAAGGGCGTC
CGCGTCTGGCTCGGCACCTACCCCACCGCCGAGGCCGCCGCGCGCGCCTACGACCGCGCCGCGCGCCGCATCAG
GGGCGCCAAGGCCAAGGTCAACTTTCCCAACGAGGAGCTCCTCCTTGCCTCTTCGCCGGCCACGGCGGCGGLGG
CGGCTCCGCCGGCCGTGCTTTCCTCGTTCAAGAAGGAGGAGGACGCGGAGTTCGGGTCCGTGGCGTGCTCCGGC
GAGGCCAAGGAGCTGTCCGAGGAGCTGATGGCGTACGAGAACTACATGAGCTTTCTTGGCGTCCCCTACATGCA
GGGCGGGGATACGGCAGCCCCTGCCGCCGAGGAGGCGCCGGCGCCGGCGCCTGCCGCGCTATGGAGCTTCGAGG
ACTACTAGTGGCAGAAATCAGTGTCCAACTTCCTGTCGGTCGTGTTTAATTTGTTCAATTCATTTTTTCAGTTT
GTAACTGTGTTTGGAGTCCAATGGCAATTCGCTTGCTCCGTGTAACTGTGTAAGCAAAATTTGCAATTTAACTT
GTTTGCCGTTCTGCAAGTATTCGTCCTTTTCCAAZ”
< Bradi4g31040.1

5" AGCTACCACACCAGTACACCACCCCCCGTCCATCTCCCCCTCCCCCGTTCCGCTTCCTCCTCCCTCACACA
AACTGTGCCGCCCGTGCTCTCCCTCCCACCGACCGGACCCTTGATCCAACACCTCGCGATGTGCGGCGGAGCCA
TCCTCTCCGGCTTCATCCCGCCGTCGGCAGCGGCTGCGGCGGCGGCGGCCAAGAAGAAGAAGCAGCAGCAGCAG
AGGGTGATGGCCGACGCGCTGTGGCCGGGGCTGCAGAGGAAGGCGCCCCAGGCTGAGGTGGAAGACTTCGAGGC
CGACTTCCGCGAGTTCGAGCGGGACTCGAGCGAGGAGGATGCTGGCGGCGACGACGACGATGTGGTCGAAGTGG
TTCCCCCGCCGCCGGCGAAGGCGGGCTTCGCCTTTGCCGCCGTGGCCGAGGGTGCGCTCCCTCCTACCGTCGOtL
gagaactgagacgtccactgaagttgccggagtacttcttcttttttcecgetttaggagagcaaaagatgccgce
ctcttttggtagtgtttcttgaaatcgttgttggagagggatatgacatcgaatatttaccgaatgggeccttcect
atggcaaggcgtacatttgatctcgaggcgagtgatggaacgagtactgggtgctgtaaatttcgecttatttcect
ccaaatctggctaattccagcgcaaacgaattgctaggaaatctggttctttaaggggtgatggattgtttetg
tagtaccgtgaaatgggggttgatcgttaaactgaaactctgtcttagtatctgctctcattttttttcctaaa
ctgatctagtctcttgagttccaaaggtagttcttatggtttcgcagtgtgtttgttcatctccattactaatc
ttggggttttgtttggtaagtttccgtcctgtattacgactttaggattaacctatgttttggtgatgctcttyg
taataagtgaccagatatgtaactatggtcaaacataatttcttaattttacgtattgtggttatgttttcatt
cgatgtactgccatctccttgeccgtatcttgaaatttagatgtatggecctttgagggatctattgectgtgaaca
agggtttattatgcttacttgttgtatcatgggtgctgtacttttttcttgttaccttcatacagattgttagg
tgcaggtctaagtccttactttgcacttttaaagataattagctcttgatttcagtttcttttgtcaaataaaa
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% Bradilg72450.1

|

==

ttgtgtaagagttggcatggtagtaaaagatttttccctgcgeccttecgttgcaaaccaaaacctgacttcagtt
atcacgtttcttcagaagaatg3d’
% Bradilg72457.1

5 ACGAAAAACCCGAGTGARAAAGTACGCAGCCAACAATGTGCGGCGGCGCCATCCTAGCAGAGCTGACCCCGE

CACTTCCCT6TCCTETTCaCATCCAAGECTGECTTCTCCECAG tact gacaact gaacaagtctgaggttt
ggactcaacggaagactgattttect tocgeatgeagTCCATGECCATTCCGGEC6CCECCECEACECACAGES

o

1



AACAGTCCTATGATCGAGTCGGTCATGTTTTCGATGCTTGTGATTGTGAATACTAGTACCAGATAAGTTTGTGA
ACCTGGTCGTCTAGTCTAGTGTATATGTGTCACCTAGTCATCCTGTCATGTTGAGTTGGTTATGTAAGAAGACC
ATGATTTGCTGGATTCAGTTAAGCCTACAATTCTGGATGTCTAAACGTACAAAT’
Constitutivos
< Bradilg32860 (UBI)

5"CGCARAACCGCCTCTCCCTCCTCTCTCGTCCTATCCGCCCCGGTGCCGTAGCCTCACGGGACTCTTCTTCCTC
CCTTGCTATAAAATCCCCGCCCCCTCCCGTCTCCTCTCCACACATCCAAACTCTCAATCGCACCGAGAAAAATC
TCCTAGCGATCGAAGCGAAGCCTCTCCCGATCCTCTCAAGgtacgccecgtttececegtecgatectectecttecg
ttcgtgttctgtagccgatcgattcgattcccttacaccegttegtgttectectegtggatcgatcgattgtttyg
ttgctagaaggaactcgtagatctggcgtttatgaactgtgattcgggttagtccagatcgattcaggtecggtce
gtcgttgagcctctcggctatgtctggattatcgtgtagatctgctggttcagttgattatgttecttctaggag
taatttcgttgggtcagcgcgatttctgcttaatctatgctgecttattgegectgtacctatctactaagetat
gtgcacctgtaattttgctagattattcgttcatcctecgtagttggtttgtcacagtaatccgtatgggttectg
acgatgttattgttggtcatacctaggcttctccagattttattttgttaaaattggatagatctgctactgat
agttgatgatggaatttggtgctgaatctatgctatttattgcgectatacctgatctatcgggctatgtacgg
ctgtagtttactggattattcgttcatcctcecggtagttggttcatecgtttgggttctgacgataatattgttga
ttatgcgtaggcttctgcagattgttgttaaaattggatacatcggttactgatggttgatgatagatttgtge
tgaacctatctgtttattgctcctatacctgatctatagggctatgtatgcctgtaatttaccagattattcgt
tcatcctcgtagttggttcatctctataattcgtatgggttcttatgatgttatcgttgattatgecctagtett
atacagattattgtgtcaagattgaatatacctgctactgatcggtgataatttggttagtagtttgcaatctg
ctaggaacacgttaccactgtaatctgtaaacatggtttgccagagtagtttgttctactactcttgatatggt
tgctgattttagtcgcctecttttggatcatgtattgatgteccttgcagatttecegtgtacttaccecggettt
tgtgtacttcgtgttaacagATGCAGATCTTTGTGAAGACCCTCACCGGCAAGACCATCACGCTCGAGGTCGAG
TCCTCGGACACGATCGACAACGTGAAGGCCAAGATCCAGGACAAGGAGGGCATCCCCCCGGACCAGCAGLCGCCT
TATCTTCGCGGGCAAGCAGCTCGAGGATGGCCGCACCCTGGCTGACTACAACATCCAGAAGGAGTCCACACTCC
ACCTGGTGCTCAGGCTGCGTGGTGGCATGCAGATCTTTGTCAAGACCCTCACCGGCAAGACCATCACGCTCGAG
GTCGAGTCCTCTGACACAATCGACAACGTGAAGGCCAAGATCCAGGACAAGGAGGGCATCCCCCCGGACCAGCA
GCGACTCATCTTCGCGGGCAAGCAGCTTGAGGATGGCCGCACCCTGGCTGACTACAACATCCAGAAGGAGTCCA
CACTCCACTTGGTGCTCAGGCTGCGTGGTGGCATGCAGATCTTTGTCAAGACCCTCACCGGCAAGACCATCACG
CTCGAGGTCGAGTCTTCTGACACCATCGACAACGTGAAGGCAAAGATCCAGGACAAGGAGGGCATCCCCCCGGA
CCAGCAGAGGCTCATCTTCGCTGGCAAGCAGCTTGAGGATGGCCGCACCCTGGCTGACTACAACATCCAAAAGG
AGTCCACCCTCCACCTGGTGCTGAGGCTCCGTGGTGGCATGCAGATCTTTGTCAAGACCCTCACTGGCAAGACC
ATCACCCTCGAGGTTGAGTCTTCGGACACAATTGACAATGTCAAGGCGAAGATCCAGGACAAGGAGGGCATTCC
CCCGGACCAGCAGCGTCTCATCTTTGCTGGCAAGCAGCTCGAAGATGGCCGTACCCTGGCTGACTACAACATCC
AGAAGGAGTCGACCCTTCACCTTGTCCTCCGCCTCCGCGGTGGCATGCAGATCTTCGTGAAGACCCTCACAGGC
AAGACCATCACGCTTGAAGTTGAGTCATCTGACACTATTGACAATGTGAAGGCCAAGATCCAGGACAAGGAAGG
CATCCCCCCAGACCAGCAGCGTCTCATATTCGCTGGTAAGCAGCTTGAGGATGGCCGCACCCTGGCGGACTACA
ACATCCAGAAGGAGTCCACCCTTCACCTGGTGCTCCGCCTCCGTGGTGGCCAGTAAGTGCCTGTCCATGGACTT
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GCTTCTGTCTGGGTTCACAAGTCTGGTTCAGGGTGTCCTCCGGTGGAGTTGTCGCGTGTCTGAGTCTTATCTTT
GATCTGATCGTGTGTTTGTTCCTACAGTACTGTCGTCAGTGTTATGCCTGTGTACCAGAACTTCTGCTGCGGTA
GCAGCGTTATGAACTATTATGATGAATAAGTGAGCCCGTGTGTAATTCTACTGTCTGACATCTGTTCGCTGTTG
TGGTCTTGTTCTGCAGTTCTTCACTGTTTTAAGTTATCCTACTGCATTTTATATCTGS
« Bradi2g24070 (ACT)

5 GTGATACAGGTGATACCCCCTCGCCCCCATGCCCCTGCTCGGCTGCTCTCCTTCAAGCCGTTTGATCTGCAA
AACAAATCTGCCAAGTGCGACTTCCCCAAGATAGATAGATCGCTTCGCTAGCTAGCTTCGGTGAACTTTTCATG
GTTTTTCTTGCCGTTTGGGCGAATTTCGCCGCTTGATTTGGTGTGTCGGCGGCGATCCTTCCCAGATCAGAGAA
AAATTTCTGGGATAAgtgggtcatctctggatttgtttatgttgtggtcgcaaggcctcctecgttgttaaattt
ttttgctgtgaactgcaggttttgctttcctggagecttaccececctttatttccaatgettagegettttaggeg
atgtgcgaattatagtgccgtccagtgattatttcttcagttggcagcagcagcagcaagccgaaaatatgcag
gctatcttcattctatactgtttgagtatacttccatattgaacttgtgtgtgacctgtgatgatatagcgcectt
tactttataaattggaattgctctgctttagcagattgacaatttagccaatatctaaagagcccaagtttgte
ttactctgcattagcagattgacaatttagccgcggttaacacatttcataatctgttaaaaacggatgtattyg
aatcaaaacacttgatgaaaaataaaatggtgctcttcagaattgttctgtgtggaaatttgctttgatgttte
taaattgagtgttggatcatttaagtctctcaatcctactagatgtcgattatatctgcaccagtctttaaatg
gatttgcaagcactcttaagtctgaactgcgtatatcattggcttttttgctcttatatactcgcacataaaca
tcagtgacagtttaacctagatctaggacatctagctagagtactcatgtaaaatcactgcaaatttctgttac
agAACAGTTGAGGAATGGCTGATGAGGATGTTCAGCCTATCGTGTGTGACAACGGCACTGGCATGGTCAAGOtLtL
gttgccctgcacaaatcatttcaagaaaacaagcatgttctccgtacctaatagaccatctatcgcattcttaa
tctttgacagGCAGGTTTTGCCGGTGACGATGCACCAAGAGCTGTCTTTCCAAGCATTGTCGGCAGACCACGCC
ATACTGGTGTGATGGTTGGTATGGGCCAAAAAGATGCCTATGTGGGTGATGAAGCTCAAGCAAAGAGAGGTATC
TTGACATTAAAGTACCCCATCGAACATGGCATTGTCAACAACTGGGATGACATGGAGAAAATATGGCATCACAC
ATTCTACAATGAGCTCCGTGTTGCACCTGAAGATCATCCTGTATTGCTAACTGAGGCCCCTCTGAATCCCAAGG
CCAACAGAGAAAAGATGACCCAGATAATGTTTGAAACCTTCAATTGCCCAGCAATGTATGTCGCAATCCAGGCC
GTTCTATCCTTGTATGCCAGCGGTCGAACAACTGgtatgtctattaccttggcaacagttcacacttaagttaa
cgggacaggctgtgacaattttatttttgcagGTATTGTGCTTGACTCTGGTGATGGTGTGAGCCACACTGTCC
CAATATATGAGGGCTACACACTTCCTCATGCTATCCTTCGTCTGGACCTTGCTGGCCGTGACCTAACTGACAAC
CTCATGAAGATCCTTACAGAGAGAGGGTACTCCCTCACAACAACTGCCGAGCGGGAAATTGTCAGAGACATAAA
GGAGAAGCTTGCTTACGTTGCCCTTGATTATGAACAGGAGCTGGAAACGTCTAAGAGCAGCTCCTCTGTTGAGA
AGAGCTATGAGATGCCCGATGGACAGGTTATCACTATTGGATCAGAAAGGTTCAGGTGTCCTGAAGTGCTGTTC
CAGCCATCTCTTGTTGGTATGGAAGCTCCTGGTATTCATGAAGCTACTTACAACTCCATCATGAAGTGTGATGT
CGATATTAGAAAAGATTTGTACGGTAATGTTGTCCTCAGTGGAGGTTCAACCATGTTTCCTGGAATTGCTGATC
GCATGAGCAAGGAGATCACGGCCCTTGCTCCTAGCAGTATGAAGGTTAAAGTTATCGCGCCACCTGAAAGGAAA
TACAGTGTTTGGATTGGTGGCTCTATCTTGGCCTCTCTTAGCACTTTCCAGCAGgtaatttgtttcttccaacc
ctgaaaattgcatacttttctcagcagttttatagcggcctttgcggtaattttttgtcagectatttaattat
aattggactagaattctttgtctttgttctccatcagttttggttatcaggatatgcaccgaccatttttggga
attccgtgctttcacatcctttaagaatcccctcaaaccgaatgagtccttattgggectagaatectttgtcaa
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tttccatcagttttggttgtcaggatacacactgaccattttttagaattcaatttgaattcgcacttatccat
gtttaggaatttacggttagcatagatggccatactcttgttgaactccttgggtgttgatatatgtcgtttat
gagaataaaaaggtagtctgaagtcgtaatcaatattatgatggcttttgcacagacacgaagtgtaagtggaa
tgactattgtggtaatattttctggaacacccttgttcataaatcattaatatcgagctaagcaattggtagac
tgatggcttttaccgaatcatttctaaacattgatttgtttgtatggcagATGTGGATCGCCAAGGCAGAGTAC
GATGAATCTGGTCCCGGCATTGTCCACATGAAGTGCTTCTAAGCTCGCGGGGAAGGTTGTAGCTGTACTTATGG
TTGCTGCCATATGTTTGTTGAGACATGTTTACAACGGAGGCTTGCTTCCCGGCTATGTAGTACTGTACTAGTAC
ATGGTTGGATATACTTGTCAAAATGTTTAATAGTCTGTTAATTACTGCATTGTATGGTCGTAATGGTATACCTG
AAGGAAAAATAAAAGGACAATAAAATAAACATGTTTTGTTCGTTTAGGACAATAGAAACTGTAGAGTGGCCTTG
GTATTGCAGGCCGTATAAAGCAACGAAATGGAACATAATAGATGTACTCAGTATTGATGTACCTCAAGTATTTT
TG3

Apéndice F: Preparacion de reactivos

*

% TAE 50X

Se disuelven 242 g de Tris, 100 ml de EDTA 0.5 My 57.1 ml de &cido acético en agua desionizada, se
aforaa 1 Ly se verifica el pH a 8.0. Para preparar 100 ml de TAE 1X se toman 2 ml de TAE 50 X y se mezclan
con 92 ml de agua desionizada.

.0

% Gel de agarosa 1%

En un matraz de 250 ml de afiaden 50 ml de TAE 1X y 1g 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).

7

<+ 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).

7

«» Gel de agarosa para RNA al 1% y preparacion de las muestras

Se pesd 1 g de agarosa y se disolvi6 en 72 ml de H,O DEPC, la mezcla se calent6 en un microondas durante
varios segundos, se dejé atemperar por un momento; se adicionan 10 ml de MOPS 10X y 18 ml de formaldehido
(este paso se realizd en una campana extractora de humos).

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
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vortex y se centrifugo durante algunos segundos a 4 °C, posteriormente se incubo a 65°C durante 5 min (se
utilizo6 un bloque de calentamiento) y después se colocaron rapidamente en hielo durante 5 min, se centrifugo
durante unos segundos a 4°C.

<> ddjg@

Se utilizé 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 trat6 con luz UV durante 10 min.

% H,0 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.

K2

s 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.

Apéndice G: Informacion de oligonucleotidos proporcionada por la
compafiia Macrogen

Oligo Bradi890F
SEQ 5-ATG GCG TAC GAG AAC TAC ATG - 3'(21 mer)
MW Yield Scale

GC% Tm (c)

Calculated Measured oD nmol (umoles)
47.62 6479.2 0.0 3.2 13.1 0.025 59.4
Vol. for 100 pmol/ul Purification Modification

131.0 desalt

En amarillo se destaca la informacién usada para preparar los oligonucleétidos a 100uM.
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Apéndice H:

Ecuacioén 1

Ecuacion 2

SNORKEL1
SNORKEL2
Bradilg72457
Bradi3geel2e
Bradilg4669@
HRE1

SuUB1C

SUB1A

SUB1B

RAP2.3
Bradilgl796@
RAP2.12
RAP2.2
Bradidg3lede
HRE2
Bradi2glig9oe
Bradilg7245@
Bradi2g2792@
SNORKEL1
SNORKEL2
Bradilg72457
Bradi3geel2e
Bradilg46698
HRE1

SUB1C

SUB1A

SUB1B

RAP2.3
Bradilgl796e
RAP2.12
RAP2.2
Bradi4g31e4e
HRE2
Bradi2gllgse
Bradilg7245@
Bradi2g2792e

Ecuaciones para la centrifuga Universal 320 R

rcf
r= rpm .,
1118({555
_ rcf
P 1118

- -MCGGCLIPDELVGKPARRTRAAAA - - - - - - GGDSGDGWKHGRRLCPAAAPCNCKPRRR
MENAGTTSAVESVTNLQART -=-=-=-=-=-~ SPLPNPVVPQTGTKASK === ===~~~
- -MCGGAILAELTPPPARGGGASK -P-- - - -~ VGAKGQVWPVSSKKEGG- - - - - - TNKTR
- -MCGGAILTDLKRPPAVSR - -~ ---~-~--- RLAEGLLWPEKKKVCWK - -----~----
--MCGGAILSDIIPPPR---=-=====-=--~- RVTDGHLWPAEKKRGKGVGGGRPRRVPE
- -MCGGAVISDYIAPEKI------- A------ RSSGKSSWRS---===========----~
- -MRRRVSSS - === === =====mmmmmmmmm PSSSSSSSPARHHKARR- - -- - - - - SRR
- -MCGGEVIPADMPAAPFT -~ -~~~ L RHGDGETWVDRKRR -~ - - - -~ -~ NKKKR
- -MCGGALIPNDYGDKPP -~ - - - -~ R PPSESSEWDATTKMK - - -~ -~~~ KKKKR
- -MCGGAIISDYAPLVTKAKG- -~ -R-~ -~ -~ KLTAEELWSELDASAAD- -~~~ ~----
- -MCGGAIIPDCIPEHD------===--=---- HHRTADFWPLASDAGHE - - --------~-
- -MCGGAIISDFIPPPRS------- e RVTSEFIWPDLKKNLKG-SKKSSKNRSN
--MCGGAIISDFIPPPRS------- L------ RVTNEFIWPDLKNKVKA-SKKRSNKRSD
- -MCGGAILSGF IPPSAAAAAAAAKKKK QQQQRVMADALWPGLQRKAPQ- - - - - - - - - -~
--MCGGAIISDFI---=-=============memmmun- WSKSESEPSQ---=--------
--MCGGAIIYDYIPAPR----------~--- RVSAADFWPDADD- - - - =~ == ===~~~
--MCGGAILAELIPTAPA------- R--=--- RVTAGHLWPGKGGKNQQ- - - - - - QQKRR
- -MCGGAVIAGFVPEGSS === == == === == == === ccccmommmceoaommone
AGAADDD - - = = = = = = = = = = = = = = = = e
HGSVVDDFEAAFEGFHDD - == = === = === == == === e oo FPVLFASKPAF------
- - GEEDDFEADF GGFEVVDEDLEFGG- - - - EEEEAGDDDVVEIKPPPVKRAF TG -~ - - - -
EEFEEEEFEAGFEGFEEELGEVEVG------------- FGDEIKPSLASRNGSA------
- -~ -NGVFDCSIYDFDGNFDELESDE -~~~ -------~-~---- PF-=-mmmmmmmm e
KLVADEDWEAAFREFLSRDDDDDDDD- - - - - = - - - - DDGHHVVVAPLIRSSNKCVHGHEV
KRGADEEWEAAF QEFMAADDDDDGGG -~ - - == = = - = - = LVLSSKSLVLRSPGENDAGRGA
GGGGDDDWEAAFREF IAGDDDDDDGG - = - = == == == - = - VSMFPSGAG=-=-=-==--~--~
---------- DFWGFYSTSKLHPTN- === == == == == == == = m oo
------------------------------------------ LYPAGLSLTGACK---- -
FFDFDAEFEADFQGFKDDSSIDCDDD------- FDVGDVFADVKPFVFTSTPKPAVSAAA
FFDLDDDF EADF QGFKDDSAFDCEDD- - - - == - - - - DDVFVNVKPFVFTATTKPVASAFV
- - AEVEDFEADFREFERDSSEEDAGGD - - - -~ - - - - DDDVVEVVPPPPAKAGFAFAAVAE

Apéndice I: Multialineamiento MUSCLE de los ERFs-VII de Brachypodium
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SNORKEL1
SNORKEL2
Bradilg72457
Bradi3g60120
Bradi 1946690
HREL

SuBi1C

SUBIA

SUB1B

RAP2.3
Bradilgl7960
RAP2.12
RAP2.2
Bradi4g31040
HRE2
Bradi2gl1890
Bradilg72450
Bradi2g27920

SNORKEL1
SNORKEL2
Bradilg72457
Bradi3g60120
Bradi 1g46690
HRE1

SUB1C

SUBIA

SUB1B

RAP2.3
Bradilgl7960
RAP2.12
RAP2.2
Bradi4g31040
HRE2
Bradi2gl1890
Bradilg72450
Bradi2g27920

SNORKEL1
SNORKEL2
Bradilg72457
Bradi3g60120
Bradi1g46690
HRE1

SUB1C

SUBIA

SUB1B

RAP2.3
Bradilgl7960
RAP2.12
RAP2.2
Bradi4g31040
HRE2
Bradi2gl1890
Bradilg72450
Bradi2g27920

DVGRRRRTTRTRAA. ... SEVRFHGIHMRSYGRWSAEIRDSSYRG

............ RGDSGAKAKPAAAKKR -~~~ RSKHGFLGVHQRTYGRWSAE IRDNV IKG
....... SPVHGDSGRAREAQAAASCRK---KKRVRGLHG IRQRPWGKWAAE IRDPH-KG
....... DDLSTMTSAAFDGPAERSAKR----KRKNQFRG IRQRPWGKWAAE IRDPN-KG
—-GDGLNATSAGADGRASGSSKR--- KRKNQFRGIRRRPWGKWAAE IRDPR-KG
--VFSSTHKHHASGSASDGKK--- KQSSRYKGIRRRPWGRWAAEIRDP I -KG
VASTVGGGASGGRRRADDDDGERRRRRR--RERRSYPYRGTRQRPWGRWASE IRDPV-KG
AATMSMPLDPVTEEAEPAVAEKPRRRRP----RRSYEYHG IRQRPWGRWSSE IRDPV-KG
....... TMETTTEVAPAAAVVERPRRR-RRVRRSYPYRGVRQRPWGRWASE IRDPV-KG
....... QVMVKEEAVKKEQATEPGKRR----KRKNVYRG IRKRPWGKWAAE IRDPR-KG
- -FPHYQEPAEPSRRREGSNNKR--- ERKTAYRGIRRRPWGKWAAE IRDPG-KG
E------ GSVFGKKVTGLDGDAEKSANR KRKNQYRG IRQRPWGKWAAE IRDPR-EG
STGIYLVGSAYAKKTVESAEQAEKSSKR--- KRKNQYRGIRQRPWGKWAAE IRDPR-KG
GALPPTVDAVT IPKSVEHDGSGTGPVKR - ---NRKNQYRGTRQRPWGKWAAE IRDPS-KG
. LGSVSSRKKRKPVSVSEERDGKR----ERKNLYRG IRQRPWGKWAAE IRDPS-KG
............ SDAHSTAPHKARRAKR----EKRNQYRG IRQRPWGKWAAE IRDPV-KG
.......... AFNASSKKASSGGRPGRRGGSGRKPAQYRGVRRRPWGKWAAE IRDPV-KG
——-SSSLTGEELTTEKPPAP--- GRKTAYRGIRRRPWGRWAAE IRDPR-KG

HRVWIGTYATAEAAARAYDAEARR ITHGAKANTNFPPPP
SRFWIGTFDTALDAALAYDAVSRRLYGLNAKTNFPAAA

ARVWLGTYDTADEAARAYDVAARRLRGSNAKLNFPAAP ---- GRARPRCG
VRVWLGTFNSAEEAARAYDAEARR IRGNKAKVNFPEEP RAAQKRRAGPAAA
VRVWLGTYNSAEEAARAYDAEARR IRGKKAKVNFPEEA --PVTSQRHAE

VRVWLGTFNTAEEAARAYDLEAKRIRGAKAKLNFPNES ~ ————- SGKRKAK
IRVWLGTFDTAEGAARAYDDEVRRIYGGNAKTNFPPSP
VRLWLGTFDTAVEAALAYDAEARR ITHGWKARTNFPPAD
ARVWLGTFDTAVEAARAYDAEARRIHGHKARTNFPPDE

VRVWLGTFNTAEEAAMAYDVAAKQ IRGDKAKLNFPDLH HPPPPN
ARVWLGTFADAEAAARAYDRAARR IRGAKAKVNFPNED
ARIWLGTFKTAE EAARAYDAAARRIRGSKAKVNFPE EN----——————-—- MKANSQKRS

SREWLGTFDTAEEAARAYDAAARR IRGTKAKVNFPEEKNPSWSQKRPSAKTNNLQKSVA
VRVWLGTYNTAEEAARAYDAEARKIRGKKAKVNFPDEEPTSWKSTVKT IAQKS IQKATAT
VRVWLGTFKTADEAARAYDVAAIKIRGRKAKLNFPNTQ

VRVWLGTYPTAEAAARAYDRAARRIRGAKAKVNFPNEE ~  ——77===~ LL
VRVWLGTFPSAEAAALAYDDAALGIRGPRAKLNFPPSS SSSAAANAG
TRVWLGTYATAE EAALAYDVAARDIRGAKAKLNFPPAY — —=————— OH

-NDVDSGAPPPPPWDLEAHMRFLGEVELDDGGAEPPPPPSYGIP . .. ... o o. .
--- GEDDLPPPPPPAKPCSSTKRPKKCNTSGDLGA--========—==mmm e e m o ———
TAPKPRRPTTAQTACFSAITAAAAARAQEIEQELMPMPYFDVDA. . .. ... .. ......
KVPKSRVEQKPNVKPAVNNLANTNASAYPSADFASNKPFVQPDNKPFVQSDDLSFFQPDD
PTFVKVSEFNTEEKP IVNTMGNTNAHSYPVVDYSLHEPFLQPON. .. ... ... ......
AKTVQQVE ENHEAD LDVAVVSSAPSSSC LDFLWEENNPD. ... ..ot
————————— PPPEQPAAPYAA . . e
-------- LSSPPPPSQPLCFLLNDNGL—- -ITIGEAPT . . oo
———————— PPLPAPSQAPFCFLLDDDDDDDGVARGNSPASSSAP . . ... ... ...
YTPPPSSPRSTDQPPAKKVCVVSQSES. . . .o i e e e
—————————— PPPGDEVPVHR. - . . e
VKANLQKPVAKPNPNPSPALVQNSN ISFENMCFMEEKHQVSNNN. .. ... ... .. .....
KPNKSVTLVQQPTHLSQQYCNNSFDNSFGDMSFMEEKPQMYNNQ
NSAKLTTPPNTCDDESFSHLSNADNDLFANFAFDDKKVPAKPDE
- --VEEEADTKPGGNQNEL 1 S--==—=—= === — = m e
LASSPATAAAAAPPAVLSSFKKEEDAEFGSVA - == == === ——m oo
LGTRKRGRAADPVAKATPVVDLVHEDAAAVDAHRSSGMKHEAAE -~
AAVEEAKKRRTKAAAVESSCS
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SNORKEL1
SNORKEL2
Bradilg72457
Bradi3g60120
Bradi 1g46690
HRE1

SUB1C

SUBIA

SUB1B

RAP2.3
Bradilgl7960
RAP2.12
RAP2.2
Bradi4g31040
HRE2
Bradi2gl1890
Bradilg72450
Bradi2g27920

SNORKEL1
SNORKEL2
Bradilg72457
Bradi3g60120
Bradi1g46690
HRE1

SUB1C

SUBIA

SUB1B

RAP2.3
Bradilgl7960
RAP2.12
RAP2.2
Bradi4g3104S
HRE2
Bradi2gl1890
Bradilg72450
Bradi2g27920

SNORKEL1
SNORKEL2
Bradilg72457
Bradi3g60120
Bradi1g46690
HRE1

SUB1C

SUBIA

SUB1B

RAP2.3
Bradilgl7960
RAP2.12
RAP2.2
Bradi4g31040
HRE2
Bradi2gl1890
Bradilg72450
Bradi2g27920

LPFVQPDDMPFVPAMNSAVP I GAPCANLYSDQGS--- NSFGCSDLGWDCDTKTPDTTSV
—————————— MSFMPVMNAVEAPFMNLSSDQGS----NSFSCSDFSWEND IKTPDITSV
——————————————————— TLLIDTQWLED I IMG——— -~ —— - oo
—————————————————— ERSPSTTTTTTPSAE ———— - - oo
——————————————————— DDAASTSTSTTEAS- - - - mm oo
——————————————————— DRASACTTSSTVASG -~ ———mmmmmmmmm e
—————————————————— ELSQPSFPVECIGFG-——————— - oo oo
—————————————————— GTANAPLPWYYDDGDG-— -~ === === mm— e m oo
R NNQFGMTNSVDAGCNGYQYFSSD-QGSNSFDCSEFGWSDQAP I TPDISS
—~FGLTNSFDAGGNNGYQYFSSDQGSNSFDCSEFGWSDHGPKTPEISS

__________ SGDFLTQAKPLVPTETFGMNMLSDQSSNSFGSTDFGWDDEAMTPDYTSV

..................... ENQVESLSEDLMA -~~~ —— - mm oo
SSESSGSALPDFSWQGMSASA
-------- SSPLPATSTGGGG

VHGDDEPWG- ~—— -~ e LDKYMRFLSEV----
AGVELTSLL . .. omoomeee. . CSVAAQAQEVSDGWEF I ----
JYClcTVY 1] ——— ADELE ---FDPFM-LCELP----
-APISTIV EGFEYAWK. . oo GNTQD - SVWPPVME TN TVDHTNV
LASIPTST EVDESAFLQ. .. ........ NNANN-AALPPVMGNANVD- -~
DANKKHEPN. . ... ..... DSE EANNVDASLLSE ELLAF ENQT----
DYSTclnic]z] [ [ — ECCSD-DLMDSLLAAFDMT ----
~—GDARIQL. ..o, ECCSD-DVMDSLLAGYDVA----

STaclo) I | I ——— ECCSD DVMDSLLAGFDVS--

NGDEFQNLS---------- YGFEPDYDLKQQISSLESFLELD--
VSGLCRHPY . ..o DVAGN----DWTADEGPA----
AVINNNNSAL FF E EANPAKK LK==~ — oo SMDF ETPYNNT----
MLVNNNEASFVE - ETNAAKKLK. . - ... ... ... PNSDE - —-SDDLMAYLDNA----
FVPDAPYSKVAYLEGGAPKRMR INFGVDLSPQGNDAPNLAQD I SVFDPEMKYLPLP —--
———————————— LEDYMRFYQIP----
--CSGEAKELS ~ =——=—mme EELMAYENYMSFLGVP----
—-LPEIEQQLGCGGAAKRPR AAEDTDEASADDSDALFDGLYFA---

--GGAERLR ----ECMSG---LEAFLELENPA----

-------------------- ELDDGGAPLPPPPSQHGGY--AAAGSPQYGCRYDYLLLMM
------------------- QELLLLGGGVSPLDYLNGQELAGAAVGDLWS- ~F-------
------------ WSESDTCES I EGLFAGDAVQDAGGVNT--GMDSVSLWS—-FDEFPMDA
LETNPVDPTSGLADLEPLLKFLLEEDAGES I DSFLNLDE--SQDVNGLWS-~FDDL-1SS
—- IADLEPYMKFLMDSGSDES I DSMLSCDG--SPDAVDLWT -~ FDDMPMSA
——————————————— EYFSQMPFTEGNCDSSTSLSS I LFD--GGNDMGLWS-~ -~~~ -—-
-------------------------------------------- TGDMRFWS-—-————=—-
------------------ SGDDIWTWTSGASSTSVNQIE IK--TPSIHQNIS--YAGEA---
--------------------------------------- SE-—-PRSVLGMVN---—--—--
---------------------------- GNTAEQPSQLDE=-SVSEVDMWM--LDDVIASY
----------------------- AAAAYVHHQMPPQHQQQ--QEAGLELWS--FDDN I NMA
--------------------- EWDASLDFLNEDAVTTQDN--GANPMDLWS-~ I DE IHSMI
------------------ LWDTPLEVEAMLGADAGAVTQE--EENPVELWS--LDE INFML
------------------ YVGSSSDRSMDNLWNDVMQD--GASNVDVWG-- LDE LLMAA
---------------------------------- VADDQS--ATDIGNLWS--YQDSN---
------------------------ YMQGGDTAAPAA E EAP- ~APAPAALWS- —F EDY----
—————— QDPFAF FDGGAYESLDCLFSGDAVQSNANAA---ADETVGLWS--FDDDCLVD
--------------------------------------- GV--GEDVDLMFE. .. .......
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SNORKEL1
SNORKEL2
Bradilg72457
Bradi3g6e12e
Bradilg46696
HRE1

SuUB1C

SUB1A

SUB1B

RAP2.3
Bradilgl796@
RAP2.12
RAP2.2
Bradidg3le4e
HRE2
Bradi2gll189e
Bradilg7245@
Bradi2g2792e

Apéndice J: Regiones gendmicas NCBI

Bradi2g11890.1/XP_003567604.1/NC_016132.1

Bradi4g31040.1 /XP_003578162.1/NC_016134.1
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Bradi2g27920.1 /XP_003568621.1/NC_016132.1

Bradilg17960.1 /XP_003559809.1/NC_016131.1

Bradilg46690.3 /XP_003564157.1/NC_016131.1
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Bradi3g60120.3 /XP_010236158.1/NC_016133.1

Bradilg72450.1 / Bradilg72457.1/XP_003561984.2
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Apéndice K: Curvas Melting obtenidas en este trabajo
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Apéndice L: Imagenes de la primera prueba

RNA de Brachypodium en electroforesis de los ecotipos Bd21 y Bd2-3 en gel de agarosa al 1% para la
extraccién de RNA con Trizol C: control; |: plantas sometidas a inundacion.

RNA de Brachypodium en electroforesis de los ecotipos Bd21 y Bd2-3 en gel de agarosa al 1% para la
purificacién de RNA con Direct- zol. C: control; I: plantas sometidas a inundacion.
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PCR para la verificacién de la ausencia de gDNA en las muestra de RNA de Bd-21 y Bd-2-3, se utilizd
como control constitutivo ACT; M: marcador de peso molecular; C: control; I: plantas sometidas a
inundacion; control positivo (+): gDNA de Bd21 1:50; control negativo (-): reaccion con H,O.

Verificacion del cDNA en muestras de Bd21 y Bd2-3, se utilizd como control constitutivo Bradi4g31040;
M: marcador de peso molecular C: control; I: inundacion; control positivo (+): gDNA de Bd21 1:50; como
control negativo (-): reaccion solo con H,O.
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Geles de agarosa para las muestras de 8 h; izquierda: RNA de Brachypodium en electroforesis de los
ecotipos Bd21 y Bd2-3 en gel de agarosa al 1% para la extraccion de RNA mediante el kit; centro: PCR
para la verificacion de la ausencia de gDNA en las muestra de RNA de Bd21 y Bd2-3, se utiliz6 como
control constitutivo UBI; derecha: Verificacion de cDNA, se utiliz6 como control constitutivo
Bradi4g31040; M: marcador de peso molecular C: control; I: plantas sometidas a inundacién; control
positivo (+): gDNA de Bd21 1:50; como control negativo (-): reaccién solo con H,O.
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ACTA DE REVISION DE TESIS

En la Ciudad de San Juan Bautista Tuxtepec, Oaxaca, el dia 17 de Diciembre del 2015 a las 12:00 hr, se
reunieron en la sala de juntas del Instituto de Biotecnologia, los miembros de la comision revisora de tesis
designada por la jefatura de la carrera de Ingenieria en Biotecnologia de la Universidad del Papaloapan, con
la finalidad de examinar la tesis titulada Identificacién y estudio de la expresion de los Factores de
Respuesta al Etileno del Grupo VII Brachypodium distachyon que participan en la respuesta al estres
por inundacion presentado por la alumna Teresa Zamora Hernandez, con nimero de matricula 10090028,
aspirante al grado de Licenciatura.

Después de intercambiar opiniones, los miembros de la comision manifestaron QUE LA TESIS
SATISFACE LOS REQUISITOS SENALADOS POR LAS DISPOSICIONES REGLAMENTARIAS
VIGENTES, OTORGANDO SU APROBACION PARA QUE EL ASPIRANTE PUEDA PROCEDER
CON EL PROCESO DE TITULACION.

Tuxtepec, Oax., a 18 de Diciembre del 2015.
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LA COMISION REVISORA
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Secretario Vocal

Dra. Anana Arlene Huerta Heredia
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Tuxtepec, Oax. Tel: 01 287 87 5 92 40. www.unpa.edu.mx
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