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RESUMEN

La variabilidad de las condiciones ambientales frecuentemente tiene un efecto adverso
sobre el crecimiento 6ptimo de las plantas. Especificamente, la sequia, herbivoria,
salinidad y las altas o bajas temperaturas, pueden disminuir drasticamente el desarrollo
y productividad de los cultivos. La tolerancia o sensibilidad a las diferentes condiciones
de estrés depende de la especie, genotipo y estadio de desarrollo de la planta. Estas
diferencias entre las plantas se deben a la eficiencia de sus mecanismos particulares de
respuesta al estrés. El amaranto de grano (i. e., Amaranthus hypochondriacus, A.
cruentus y A. caudatus), un cultivo importante para el alimento de las civilizaciones
prehispanicas, cayo en el olvido debido a fenomenos politicos y culturales. Sin embargo,
ha recuperado interés hoy en dia debido a sus excepcionales propiedades nutricionales
y agronémicas. Asimismo, las semillas y hojas poseen varios compuestos nutracéuticos
gue pueden contribuir a prevenir, e incluso curar, varias enfermedades cronicas y otros
padecimientos, como alergias. Desde el punto de vista agrondmico, el amaranto es capaz
de adaptarse a diferentes tipos de suelo y climas. A partir de lo anterior, ha surgido el
interés por la caracterizacion de genes de funcion desconocida en plantas de amaranto
de grano inducidos bajo diversas condiciones de estrés, incluyendo la infeccion
bacteriana, sequia, salinidad y herbivoria por insectos. Para explorar el patrén de
induccion de algunos de estos genes, dos bacterias con virulencia contrastante fueron
utilizadas: Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss) (avirulenta) y Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) (virulenta). Los tratamientos de estrés por
defoliacion completa se realizaron en etapas de desarrollo vegetativo (vegetativa 1
[planta joven] y 2 [planta en pleno desarrollo]), y reproductivo (emergencia de panoja y
floracién), mientras el estrés salino agudo fue monitoreado por 4, 7 y 9 dias. Finalmente,
larvas de Trichoplusia ni, un insecto masticador, fueron utilizadas para los ensayos de
herbivoria, analizados después de 16 h de herbivoria continua. Hojas, tallos y raices
fueron colectadas en todos los experimentos para cuantificar los niveles de expresion de
cada uno de los genes por qRT-PCR. El nivel de expresién de los genes varid
dependiendo de la variedad, tratamiento, tejido y etapa de desarrollo. Con los genes
candidatos de mayor interés, se pretende realizar una subsiguiente caracterizacion

funcional mediante la sobreexpresion de éstos en Arabidopsis thaliana. De este estudio
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surgieron dos genes candidatos (i. e., Ah-2880 y Ah-HFR) para su subsiguiente
caracterizacion funcional debido a que mostraron altos niveles de expresion en ciertas
condiciones de estrés. En el gen Ah-HFR se observé que sus niveles incrementaron en
la herbivoria, salinidad y defoliacién. A su vez, los patrones de expresion en Ah-2880
mostraron altos niveles de expresion en respuesta a alta salinidad y a la infeccion
avirulenta con Pss. Los resultados derivados de este trabajo son coherentes con
investigaciones previas. Sugieren, ademas, que estos genes podrian estar implicados en
la tolerancia al estrés biotico y abiético. Utilizando enfoques de genética clasica, nuestros
objetivos futuros se centraran en la caracterizacion funcional en plantas transgénicas de
A. thaliana, la cual aportara informacion importante para el mejoramiento genético del

amaranto de grano y/ o de otros cultivos agronomicos de importancia, como los cereales.

ABSTRACT

The variability of environmental conditions often has an adverse effect on optimal plant
growth. Specifically, drought, herbivory, salinity, and high and low temperatures can
drastically reduce plant growth and crop productivity. The tolerance or sensitivity to
different stress conditions depends on the species, genotype, and/or plant developmental
stage. Fitness differences between plants is known to depend on the efficiency of their
particular stress response mechanisms. Grain amaranths (i. e., Amaranthus
hypochondriacus, A. cruentus and A. caudatus), which used to be a major food crop for
Pre-Hispanic civilizations, fell into oblivion because of political and cultural phenomena.
However, it has regained interest nowadays due to their exceptional nutritional and
agronomical properties. For example, the seeds and leaves possess several nutraceutical
compounds that may help prevent, and even cure, several chronic diseases and other
ailments. From the agricultural point of view, grain amaranths are able to adapt to different
soil types and climates. This study aimed to identify and select genes of unknown function
from different grain amaranth species expressed in response to several stress conditions,
including bacterial infection, drought, salinity and herbivory. To explore the induction
pattern of some of these genes, two bacteria with contrasting virulence were used:
Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss) (avirulent response) and Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) (virulent response). Stress caused by severe
defoliation treatments were performed during vegetative (i. e., vegetative 1 [young plants]
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and 2 [developing plants]), and reproductive stages (panicle emergence and flowering).
Salinity stress treatments were 4, 7 and 9 days. Finally, three chewing Trichoplusia ni
larvae were used for the herbivory stress, analyzed 16 h after chewing herbivory. Leaves,
stems and roots were collected in all assays to quantify expression levels of each gene
by gRT-PCR. The expression levels varied depending on the species, treatment, tissue
and stage of development. We chose two candidate genes for subsequent
characterization, Ah-2880 and Ah-HFR, due to their high expression levels in various
stress conditions. Thus, the expression of the Ah-HFR gene, was observed to increase
in response to herbivory, salinity, and defoliation. On the other hand, the expression
patterns in Ah-2880 showed it to be highly responsive to high salinity stress and to
avirulent bacterial infection by Pss. The results obtained in this study were coherent with
previous findings, suggesting a role for these genes in the tolerance to (a)biotic stress in
grain amaranth. Future approaches based on classic genetics, will focus on the functional
characterization of these genes in transgenic A. thaliana plants. This study offers novel
insights regarding the potential for the genetic improvement of grain amaranth and other

important agronomic crops, such as cereals.

I. INTRODUCCION

Cada vez es mas dificil satisfacer las demandas alimentarias de la creciente poblacion
humana, que se espera que llegue alrededor de nueve mil millones para el afio 2050
(Stephenson et al., 2010). Aunado a esto, los actuales modelos de prediccion climatica
indican un aumento gradual de la temperatura del ambiente que repercutira en las tierras
cultivables en un futuro cercano (Ahuja et al., 2010). Estos factores repercuten en el
desarrollo y productividad de los cultivos. Sin embargo, algunas plantas son capaces de

tolerar condiciones ambientales adversas, como es el caso del amaranto.

El amaranto es una planta dicotiledonea del tipo Cs4 que pertenece a la familia
Amaranthaceae y el género, Amaranthus, comprende alrededor de 70 especies, con una
amplia variabilidad genética y distribucion, tanto en zonas calidas y templadas. Dichas
especies son empleadas para la produccién de grano, forraje, o pueden crecer como
malezas agresivas (Espitia Rangel et al., 2012). La Academia Nacional de Ciencias de
Estados Unidos, lo ha considerado como un cultivo de alto valor nutricional en la dieta

humana (Ulbricht et al., 2009), porque la calidad de la semilla es mejor que todos los



cereales, ya que es rico en lisina y metionina. En otro estudio se ha observado que es
fuente importante de minerales como sodio, potasio, fosforo, etc. Ademas de
carbohidratos y fibra (Barba de la Rosa et al., 2007)

Se ha encontrado que tiene caracteristicas agronémicas deseables debido a que muestra
tolerancia a diferentes condiciones de estrés, como sequia, salinidad, altas o bajas
temperaturas. En un estudio transcriptomico se observo que una gran cantidad de genes
respondié ante las diversas condiciones de estrés, ya que los niveles de expresion
aumentaron significativamente en genes que aun no han sido caracterizados (Délano-
Frier et al., 2011).

Por esta razdn el presente estudio se enfoco en el andlisis de genes de funcion
desconocida de amaranto de grano, que se indujeron en varias condiciones de estres,
normalmente asociadas a pérdidas severas en el rendimiento de los cultivos comerciales,
como: sequia, alta salinidad, defoliacion severa, herbivoria por insectos e infeccion
bacteriana. Con ello se pretende identificar genes candidatos que confieran tolerancia o
resistencia ante los diferentes tipos de estrés bidtico y abidtico, con la finalidad de
proponerlos para el mejoramiento genético del amaranto y de otros cultivos de interés

agronoémico.



[I. ANTECEDENTES

2.1 Estrés abidtico

Debido a su estilo de vida sésil, las plantas estan continuamente expuestas a una amplia
gama de estrés ambiental (Nobuhiro et al., 2014). Este incluye el estrés biotico
ocasionado por organismos vivos, desde patdgenos (bacterias, hongos y virus, etc.), asi
como de herbivoros (desde insectos a rumiantes). Por otro lado, el estrés abibtico es
causado por condiciones desfavorables en el ambiente como la sequia, salinidad, calor
o frio extremos incluyendo congelacién, alta intensidad luminosa, exposicion a 0zono (O3)
y tensiones anaerobicas o anoxia, durante inundacion del terreno, por ejemplo (Wang et
al., 2003; Chaves & Oliveira, 2004; Bailey & Voesenek, 2008). Estos factores de estrés
limitan la productividad de los cultivos en todo el mundo (Mahajan et al., 2005).

La tolerancia de las plantas se refiere a la capacidad para sobrevivir y reproducirse bajo
estrés ambiental (Simms, 2001) mientras que la resistencia se refiere a rasgos que
previenen el estrés o lo limitan (Boots & Bowers, 1999). Aunque existe una variabilidad
en la tolerancia al estrés entre especies de plantas cultivadas, la mayoria son altamente
sensibles cuando estan expuestas a largos periodos de estrés. Por ello, el nivel y la
duracion del estrés tienen un efecto significativo sobre la intensidad y complejidad de la
respuesta, involucrando un incremento en la respiracion, alteraciones en el sistema de
transporte de electrones, inhibicion de fotosintesis, reduccion en biomasa y alteracion del
ciclo celular (Cramer et al., 2011). Sin embargo, las plantas deben ser capaces de
responder y adaptarse a los diferentes tipos de estrés, al menos hasta completar su ciclo
de vida o alcanzar rendimientos aceptables, ya que es practicamente imposible evitarlos.
Las respuestas son controladas mediante adaptaciones morfologicas, fisiologicas,
bioquimicas y, también, modificaciones a nivel molecular. Estas involucran, por lo
general, cambios en la expresion génica de numerosos genes que estan relacionados,
de algan modo, con la respuesta al estrés (Wang et al., 2003; Bruce et al., 2007; Datta et
al., 2012)



El estrés abibtico es la principal causa de pérdida de cultivos en todo el mundo,
reduciendo mas del 50% el rendimiento promedio de la mayoria de los cultivos (Bray et
al., 2000). Actualmente, existen problemas causados por la combinacion entre sequia y
salinidad que ocurren en muchas regiones, lo que podria ocasionar una grave
salinizacién de méas del 50% en las tierras cultivables para el afio 2050 (Wang et al., 2003;
Ashraf, 2009). La sequia o el déficit de agua y la salinidad son dos factores ambientales
criticos que afectan el crecimiento de las plantas y sus procesos fisiolégicos y
metabdlicos, dando como resultado reducciones significativas en grandes areas de tierra
cultivable (Sakamoto et al., 2008). La tolerancia de las plantas a estos dos factores forma
parte de uno de los principales temas de investigacion actuales, en parte porque las
plantas pueden percibir el estrés y elucidar apropiadamente las respuestas, capacidad
gue tiene el potencial de optimizarse.

Existen circuitos regulatorios que involucran sensores al estrés, rutas de sefalizacion que
comprenden una red de reacciones entre proteinas, factores de transcripcion, promotores
y finalmente la produccién de proteinas y metabolitos (Bartels & Sunkar, 2005). La sequia
y salinidad provocan muchas reacciones comunes en plantas; por ejemplo, una
deshidratacion celular, causada por el resultante estrés osmotico, remueve el agua del
citoplasma dentro del espacio extracelular y causa una reduccion de volumen citosélico
y vacuolar. Otra consecuencia es la produccion de especies reactivas de oxigeno, que a
su vez afectan negativamente las estructuras celulares y el metabolismo. Estos cambios
alteran procesos metabdlicos vitales para la planta, como por ejemplo aquellos que

involucran rutas de sefalizacion reguladas por hormonas y la capacidad fotosintética.

En la salinidad, las altas concentraciones de sodio intracelular y iones cloruro son un
problema adicional (Bartels & Sunkar, 2005), ya que el Na*, al acumularse dentro de las
células de la planta puede modificar la membrana lipidica y la composicién de las
proteinas, causando un desequilibrio idnico, que a su vez, afecta el crecimiento normal y
desarrollo (Lei et al., 2009; Rodriguez & Salinas, 2009). Las adaptaciones moleculares
de las plantas al estrés salino involucran la activacion de rutas de regulacion controladas
por el acido abscisico (ABA), una fitohormona que juega un papel central en muchos
aspectos de respuesta a estrés, que también regula el desarrollo de la semilla, y la
dormancia, y germinacién (Leung & Giraudat, 1998). La sefializacion por ABA es inducida

por la acumulacién de las especies reactivas de oxigeno y por factores de transcripciéon
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(FT) inducibles por exceso de sal (Sakamoto et al., 2008; Rodriguez & Salinas, 2009).
Para restablecer la homeostasis celular y el funcionamiento normal bajo estrés salino, los
FT activados regulan la expresion de genes que, a su vez, codifican proteinas que
contribuyen a la tolerancia a la sal o la actividad de enzimas que intervienen en vias que
conducen a la proteccion y reparacion de células, por ejemplo, la biosintesis de agentes
antioxidantes (Flowers, 2004; Munns & Munns, 2005).

Por otro lado, la sequia tiene como consecuencia del cierre de estomas y la reduccion de
la velocidad de transpiracion, que son medidas para evitar disminuciones severas en el
potencial de agua en los tejidos de la planta. Esta causa, a su vez, inhibicion del
crecimiento, disminucion de la actividad fotosintética y la generacion de metabolitos
toxicos que causan la muerte celular en la planta (Yordanov et al., 2000; Ramirez et al.,
2009; Seo et al., 2009), seguido de las respuestas fisiologicas. Las plantas también
experimentan cambios morfologicos en respuesta a la falta de agua, como la acumulacion
de ceras en las hojas o0 engrosamiento de la pared celular de las mismas, entre otros
(Vassileva et al., 2012).

2.2 Estrés bidtico por insectos herbivoros, patégenos y dafio mecanico

En la naturaleza las plantas interactian con insectos, virus, nematodos, bacterias y
hongos, entre otros. Existen evidencias que indican que cuando los niveles de dafio son
bajos, éstos pueden ser completamente compensados por las plantas. Sin embargo, al
incrementar la intensidad del dafo, disminuye la capacidad de tolerarlo por completo
(Chapin & Mcnaughton, 1989). Cuando una planta detecta un organismo invasor, activa
su metabolismo, induciendo una sobre regulacion de genes asociados a la produccién de
metabolitos y proteinas de indole defensiva, tales como inhibidores de proteasas, toxinas,
volatiles que repelen al atacante y/o atraen a sus enemigos naturales (Bruce & Pickett,
2007).

Para el caso de la interaccion planta-herbivoro, las plantas pueden responder al ataque
con la produccion de defensas quimico-biolégicas y fisicas, comiunmente denominada
“resistencia directa”, utilizando agentes toxicos y/ o antinutritivos y barreras fisicas que

dificultan la alimentacion del herbivoro. Otra manera de respuesta es mediante la



redistribucion de nutrientes y reservas de carbono y nitrogeno para dejarlas fuera del
alcance del herbivoro, para luego ser utilizadas durante el proceso de recuperacion al
dafo. Esta respuesta es conocida comunmente como “tolerancia” (Howe & Jander,
2008). Dentro de las distintas formas de responder al estrés existen una variedad de
moléculas que actiuan como defensa directa promoviendo efectos téxicos, repelentes o
antidigestivos en los herbivoros. Algunos ejemplos son los glucésidos cianogénicos,
glucosinolatos, alcaloides, fenoles, inhibidores de proteasas, ademas de algunas
barreras fisicas que se interponen contra los insectos, como las cuticulas, espinas y
tricomas (Bennett & Wallsgrove, 1994). Como un mecanismo de defensa indirecto las
plantas emiten compuestos volatiles o producen néctar extrafloral, mismos que permiten
atraer a los predadores naturales de los herbivoros, mediante volatiles especificos, o
promover la defensa de la planta por colonizadores que se alimentan del néctar (Heil,
2008).

Para mantener un balance entre crecimiento y defensa y no afectar negativamente a los
procesos de desarrollo y reproduccion de la planta, las plantas utilizan, durante el proceso
llamado de "tolerancia”, mecanismos sofisticados de regulacion que permiten almacenar
azucares en tejidos no susceptibles para tolerar la herbivoria, y permitir la posterior

recuperacion sin sufrir un gasto metabolico importante (Schwachtje et al., 2006).

Algunas especies de patdgenos son capaces de entrar a la planta a través de aperturas
naturales; otras penetran directamente mediante la degradacion de las capas
superficiales de los tejidos vegetales y/ o por presion mecanica. Dichos ataques producen
sintomas caracteristicos en la planta afectada, como necrosis, manchas y clorosis, entre
otros. La planta debe ser capaz de detectar el ataque lo antes posible para evitar la
proliferacion del agresor; un mecanismo de defensa conocido como respuesta
hipersensible (RH), es activado por ciertas plantas para defenderse de ciertos patégenos.
Durante la RH, el tejido se sensibiliza al patbgeno, resultando en una muerte programada
rdpida de las células vegetales locales, que atrapan al patdgeno. Esto limita

efectivamente la dispersion de la infeccion (Hammond-Kosack & Jones, 1996).

Las bacterias patdgenas usan estrategias de virulencia y usualmente se especializan en
la invasién de ciertos tejidos de las plantas, como raices y hojas. La virulencia de las

bacterias es manifestada por la velocidad de crecimiento, el aumento de sintomas y el



desarrollo de la enfermedad, lo cual promueve la dispersion del patégeno a través de la
planta. Existen defensas estructurales en la planta, que son barreras de tipo fisico o
guimico que incluyen espinas, tricomas, cuticula superficial de la hoja y ceras protectoras
de diversos 6rganos, asi como metabolitos secundarios existentes en plantas sanas,
conocidos como fitoanticipinas, las cuales son toxicas a los atacantes no especializados.
El grosor y la composicién de la pared celular son un factor importante en la generacion
de resistencia a la entrada de patégenos, aunque éstos pueden alcanzar el interior a
través de heridas presentes en la superficie de la planta, o a través de los estomas (Van
Loon et al., 1994)

Las plantas emplean numerosas sefiales originadas por los microorganismos y el
ambiente, que les permite reconocer al patégeno y activar sus mecanismos de defensa
(Halversont & Stacey, 1986). Este reconocimiento ocasiona la activaciéon de una 6 mas
rutas de transduccion de sefales, y la sintesis de compuestos relacionados con defensa.
La sintesis de acido salicilico (AS), acido jasmonico (AJ), etileno (ET) y otros compuestos
es necesaria para la activacion de genes de defensa. Entre las numerosas proteinas/
péptidos relacionadas con defensa, cuya acumulacion es regulada por AJ, se incluyen
enzimas involucradas en sintesis de alcaloides, inhibidores de proteasas (IP), polifenol
oxidasas y péptidos antimicrobianos. Estas pertenecen al grupo de defensas inducibles
(Hammond-Kosack & Jones, 1996; Shirasu et al., 1997); que pueden activarse de manera
localizada en el area del dafio, o bien, tener un efecto sistémico, al activarse en el resto

de la planta.

La denominada resistencia sistémica adquirida (RSA) consiste en la generacién de
resistencia frente a patdégenos en tejidos vegetales que no han estado en contacto con
éste, e involucra la induccion de distintas proteinas relacionadas a patogénesis,
conocidas como proteinas PR (Ryals et al., 1996). Ademas de la RSA, existe otro tipo de
respuesta denominada resistencia sistémica inducida (RSI) que también provee
proteccidon contra una amplia gama de patdgenos. Esta respuesta es inducida por
rizobacterias promotoras del crecimiento, pero es independiente de AS, ya que esta
regulada por AJ, ET y la proteina reguladora NPR-1 (Knoerster et al., 1998). Otra via de
defensa importante es la mediada por ET, un compuesto volatil generado en el sitio del

dafio provocado por herbivoros 6 patdgenos. Se cree que el ET funciona como inductor



en la sintesis de genes o estructuras defensivas como lignina, proteinas PR y de la
fenilalanina amonio liasa (PAL), la enzima clave para la sintesis de fenilpropanoides.

Es evidente que las plantas tienen la capacidad de encender rutas de sefializacion contra
diferentes tipos de agresores. La comunicacién cruzada entre estas vias constituye un
complejo mecanismo regulatorio en la activacion o represion de estrategias defensivas,

la cual determinara si una interaccion sera sinérgica o antagoénica (Pieterse et al., 1996)

Para evitar el gasto de recursos de defensa en las plantas, estas deben diferenciar el
ataque de un insecto de un simple dafio mecénico, tal como el causado por granizo o el
viento en el entorno natural. Sin embargo, algunos genes de defensa se pueden expresar
tanto en herbivoria como dafio mecanico. En contraste, la herbivoria por insectos puede
inducir la acumulacion de metabolitos secundarios toxicos especificos conocidos como
fitoalexinas y otras respuestas defensivas que usualmente también involucra la

acumulacion de proteinas toxicas para el herbivoro (Howe & Jander, 2008).

Existen ensayos de microarreglos realizados en diferentes especies, incluyendo
Arabidopsis thaliana (Reymond et al., 2004), Nicotiana attenuata (Voelckel et al., 2004),
Populus trichocarpa x P. deltoides (Ralph et al., 2006), en los cuales se han realizado
comparaciones de patrones de expresion de genes inducidos por dafio mecanico,
herbivoria o simulacion de herbivoria. Aunque hay un considerable traslape de patrones
de expresion de genes, también hay respuestas transcripcionales que parecen ser
especificas del dafio causado por herbivoros o por la aplicacion de secreciones orales

del insecto en el sitio de dafio.

Hay dos teorias principales para explicar como las plantas disciernen la diferencia entre
el ataque de un herbivoro del dafio mecéanico. La primera, es que las plantas reconocen
componentes en las secreciones orales del atacante. Este punto de vista es apoyado por
la identificacién de varios factores derivados del insecto que provocan una respuesta de
defensa, cuando se aplican directamente sobre heridas artificiales causadas
mecanicamente. Las plantas también pueden diferenciar el dafio mecanico de la
herbivoria a través del uso de un mecanismo aun desconocido, capaz de medir la
cantidad y calidad del tejido dafiado (Mithofer et al., 2005).
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Por ejemplo, la alimentacion de larvas masticadoras, involucra la accién de mandibulas
especializadas que remueven tejido foliar de un mismo tamafio y una manera repetitiva
gue se hace predecible (Mithofer et al., 2005). Una aproximaciéon en el estudio de la
funcion de la saliva del insecto en interacciones planta lepidoptero, por ejemplo, se obtuvo
al retar plantas con larvas de Helicoverpa zea (gusano elotero), a las que se les habian
removido las glandulas salivales previamente al ataque. Los experimentos de tales
experimentos demostraron claramente que las secreciones orales (SO) afectan
cualitativamente la respuesta de defensa de la planta (Musser et al., 2006). Un segundo
enfoque se obtuvo al retar a las plantas con un dispositivo mecanico capaz de mimetizar
el dafio causado por estas larvas (Mithofer et al., 2005). Estos experimentos mostraron
gue dafios mecanicos repetitivos en hojas de Phaseolus lunatus (frijol lima) provocaron
un patrén de emision de volatiles que fue cualitativamente similar al inducido por el ataque
de las larvas. Estos resultados dejaron en claro que los patrones de dafio mecanico son
un determinante critico de la respuesta de defensa del hospedero hacia el ataque de

insectos masticadores defoliadores.

2.3 Modelo de estudio: El amaranto

2.3.1 Generalidades

El amaranto (Amaranthus spp.) o “huauhtli’, en ndhuatl, ha sido cultivado desde la época
prehispanica (Caselato-Sousa & Amaya-Farfan, 2012), tiempo en el cual tenia gran
importancia como alimento y elemento simbélico en la cosmovision mesoamericana. Al
igual que el maiz, se utilizaba en las ceremonias relacionadas con la fertilidad y el ciclo
agricola (MacNeish, 1964). Es una planta dicotileddnea, herbacea, que produce semillas
tipo granos; la forma mas comun de la hoja es eliptica con una punta aguda. La planta
mide de 0.5 a 3.0 m de altura, con raices pivotantes, extensas (de hasta 1.8 m) y muy
ramificadas; con tallos que alcanzan de 0.4 a 3 m de longitud. La inflorescencia del
amaranto corresponde a panojas muy vistosas de diversos colores desde el color
amarillo, anaranjado, café, rojo, rosado, hasta el parpura; y que pueden ser totalmente
erectas hasta decumbentes de 0.5 a 0.9 m. El amaranto de grano es capaz de crecer

Optimamente, a un rango de pH de neutro a alcalino, y bajo condiciones limitadas de
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nutrientes. Su ciclo de vida es variable, desde los 70 a los 240 dias (Espitia Rangel et al.,
2012; Brenner et al., 2015)

El género Amaranthus, pertenece a la familia Amaranthaceae del orden de
Caryophyllales, constituido aproximadamente por 70 especies (Délano-Frier et al., 2011).
La mayoria de las especies estan distribuidas en regiones templadas y tropicales del

mundo.

Existen tres especies principales que mayormente se utilizan para la produccion de grano
debido al alto valor nutrimental de sus semillas y hojas (Costea & DeMason, 2014) ,como
A. hypochondriacus, A. cruentus y A. caudatus. Sauer, 1967 indica que A.
hypochondriacus es originario de México, debido a que se le cultivaba desde el tiempo
de los aztecas, actualmente se sigue cultivando y se encuentra ampliamente distribuido
en México. También, se cultiva en Nepal y en el sur de la India donde se han formado
centros secundarios de diversificacion. Segun Grubben & Sloten., 1981, A. cruentus L,
es una especie originaria de América Central, probablemente de Guatemala y el sureste
de Meéxico, donde se cultiva y se encuentra ampliamente distribuida mientras que A.
caudatus es de dia corto y se adapta mejor que las otras especies a bajas temperaturas.
Esta es originaria de los Andes y de aqui se distribuyé a otras zonas templadas y
subtropicales (Grubben, 1975).

2.3.2 Importancia nutricional.

En los ultimos afos, se incremento el interés por el estudio de este cultivo principalmente
por su alto contenido nutricional y por su elevado potencial agrondmico (Kadereit et al.,
2003; Huerta et al., 2009). Las semillas de amaranto contienen niveles elevados de
proteina total, pero su importancia no radica sélo en la cantidad sino en la calidad de la
semilla, gracias al equilibrado contenido de aminoacidos esenciales como la lisina y
metionina, que son limitantes en cereales y leguminosas, respectivamente (Bressani et
al., 1987; Belton & Taylor, 2002; Huerta et al., 2009). Las hojas tienen un alto contenido
de calcio, magnesio, hierro, fosforo, vitaminas, como riboflavina, niacina y acido ascérbico
(Barba de la Rosa et al., 2007).
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El consumo de la hoja y / o del grano de amaranto puede ser benéfico debido a sus
caracteristicas nutracéuticas y bioactivas. Entre las caracteristicas nutracéuticas
identificadas, principalmente en granos, estan la actividad antihipertensiva, antitumoral,
antidiabética, antioxidante, antidiarreica y antifungica. Ademas, se ha identificado el
potencial que tiene para prevenir algunos tipos de cancer (Marcone et al., 2004,
Martirosyan et al., 2007; Venskutonis & Kraujalis, 2013)

2.3.3 Respuestas del amaranto a condiciones de estreés.

El elevado potencial agronomico que tiene el cultivo de amaranto se basa, en parte, a su
capacidad de crecer en diversos tipos de suelo no aptos para otras plantas, como
cereales. Otros factores que contribuyen a esta cualidad son su capacidad de tolerar, por
ejemplo, al déficit de agua, altas o bajas temperaturas y suelos salinos. Debido a lo
anterior, el amaranto presenta una alternativa para las regiones donde no es posible
cultivar a los cereales o verduras (Omami et al., 2006). Su alta tolerancia a estas
condiciones desfavorables se debe parcialmente a su elevada eficiencia en el uso del
agua, la cual es atribuida a su fisiologia C4, junto con la generacion de raices principales
largas, asi como de raices laterales extensas, en respuesta a la falta de agua en el suelo.
Ademas, se ha sefialado que su eficiencia de uso de agua es superior a varios cultivos

Csy Cg4, entre ellos trigo, maiz, algodon y sorgo (Espitia Rangel et al., 2012).

Asimismo, se ha determinado que la resistencia al estrés en el amaranto, incluye la
capacidad de acumular solutos compatibles (Espitia Rangel et al., 2012), la expresion de
genes relacionados al estrés, que permiten evitar el estrés oxidativo que se genera por
la formacién de las especies reactivas de oxigeno durante el estrés (Chaves & Oliveira,
2004; Huerta-Ocampo et al., 2014) y factores de transcripcion. Ademas muestra una
respuesta rapida ante inductores quimicos de defensa como AJ (Délano Frier et al.,
2004) y benzotiadiazol un derivado del AS (Casarrubias-Castillo et al., 2014), y asi
aumentar su resistencia contra ciertos insectos plaga, como insectos chupadores, 0
contra bacterias patégenas (Massange Sanchez et al., 2015). Por otra parte, el amaranto
de grano también muestra una tolerancia excepcional a la defoliacion severa (Castrillon-

Arbelaez et al., 2012; Vargas-Ortiz et al., 2013). Esto ha sido asociado a una utilizacién

13



eficiente de las reservas de carbono que se encuentran almacenadas en tallo y raiz
(Vargas-Ortiz et al., 2013).

En el 2011 se reportd un analisis transcriptomico de amaranto de grano (A.
hypochondriacus) el cual permitio la identificacion de 1,971 genes que aumentaron su
expresion en condiciones adversas (sequia, salinidad, herbivoria e infeccion bacteriana).
Entre los diversos genes, se identificaron algunos estimulados por el estrés, otros
involucrados en procesos de desarrollo, en procesos biolégicos, por ejemplo, en defensa
principalmente contra insectos herbivoros, relacionados con AJ o infeccion bacteriana y,
por ultimo, genes funcién desconocida. Se sugirié que éstos Ultimos podrian tener una
potencial aplicacion agro-biotecnoldgica (Délano-Frier et al., 2011). El amaranto, es un
organismo diploide (2n = 32) con un tamafio de genoma estimado en 466 Mb.
Recientemente se publicé que el genoma del amaranto de grano consiste de 377 Mb,
48% de las cuales se encuentran en forma de secuencias repetitivas. La anotacion del
mismo permitié la identificacion de 23,059 genes codificantes de proteinas (Clouse et al.,
2016).

La expresion de los genes inducidos en condiciones de estrés puede clasificarse en tres
grupos 1) genes que codifican para proteinas con funcion enzimatica o funciones
estructurales conocidas, 2) proteinas de funcion desconocida y 3) proteinas reguladoras
(Bhatnagar Mathur et al., 2008). Actualmente, existen investigaciones enfocadas a la
busqueda de genes de funcion desconocida, que podrian ser parte de nuevas vias de
sefalizacion inducidas en condiciones ambientales adversas y al estudio de proteinas
reguladoras, particularmente FT, que también son de gran interés, debido a su conocido

papel como reguladores multigénicos.

2.4 Proteinas de funcion desconocida

Existen genes con secuencias codificantes absolutamente Gnicas para una especie en
particular. En otras palabras, son genes que producen proteinas novedosas, usualmente
de funcién desconocida y que sélo se encuentran en un limitado niamero de 6rdenes de
plantas, que casi siempre no incluyen a aquellos pertenecientes a las plantas modelo, o
a cultivos comerciales. Es por ello que estos genes se conocen como “genes huérfanos”
(Arendsee et al., 2014). Estos genes parecen tener un papel en respuesta al medio

ambiente (Luhua et al., 2013). Otro aspecto importante fue reportado por un estudio que
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mostro que mas del 80% de los mutantes knockout de genes de funcion desconocida en
A. thaliana tenian un fenotipo alterado cuando estaban sometidos a estrés, que
usualmente les conferia proteccién contra el estrés, en parte por su funcibn como

supresores de efectos dafiinos del estrés abiodtico, como el oxidativo y osmatico.

Muchas proteinas hipotéticas son proteinas que estan codificadas por un gen huérfano
Cuya secuencia es conocida pero estructural y funcionalmente no se han caracterizado
(Galperin & Koonin, 2004; Bidkar et al., 2014). Un dominio es una unidad o porcién en
una proteina que se pliega de manera independiente, y que normalmente es responsable
de una funcion o interaccion particular, contribuyendo a la funcion general de una proteina
(Zuniga & Gamboa de Buen, 2012). Actualmente, se ha desarrollado una gran cantidad
de informacion genomica y transcriptomica utilizando un amplio espectro de herramientas
bioinformaticas y experimentales para la anotacion de las proteinas (Loewenstein et al.,
2009). Sin embargo, relacionar la enorme cantidad de informacion con el significado
biologico de las secuencias de los genes representa un gran reto, debido, en gran
medida, al alto numero de las proteinas identificadas de funcién desconocida (PUF, por
sus siglas en inglés) en las bases de datos (Dhanyalakshmi et al., 2016). En un sistema
de plantas modelo como A. thaliana, aproximadamente 30-34% del genoma total esta
compuesto de PUF (Lamesch et al., 2011).

Se han reportado investigaciones en diversos organismos para elucidar el papel biolégico
de las PUF, enumerando su importancia funcional en el crecimiento, desarrollo,
supervivencia y respuesta a condiciones ambientales adversas (Guengerich et al., 2010;
Pandey et al., 2011). La abreviatura “DUF” (del inglés, Domain of Unknown Function) se
refiere alos dominios conservados de proteinas que carecen de una funcidn asignada en
la base de datos de Pfam (Finn et al., 2014). La presencia de estos motivos en ciertas

proteinas puede ayudar a determinar su funcion (Punta et al., 2012) .

Muchas plantas contienen proteinas de union a carbohidratos llamadas lectinas,
aglutininas o hemaglutininas, las cuales difieren dependiendo de su estructura molecular,
propiedades bioquimicas, y la especificidad de uniéon a carbohidratos (Damme et al.,
1998). El gen Hfr-2 (dei inglés, Hessian fly responsive -2), contiene dos dominios similares
gue codifican para una aglutinina especifica de A. caudatus, y para una proteina
hemolitica que es capaz de formar poros en las membranas celulares en mamiferos. Se
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ha encontrado que la expresion de Hfr-2 aumenta cuando plantas de trigo son atacadas
por los insectos herbivoros Spodoptera frugiperda (del gremio de los masticadores) y el
afido Rhopalosiphum padi (del gremio de los chupadores). Por otra parte, se ha propuesto
que la proteina puede ayudar al desarrollo de las larvas de la mosca Hess (Puthoff et al.,
2005).

Existen una serie de proteinas asociadas con la senescencia de plantas. Por ejemplo, en
Hemerocallis, los pétalos tienen un programa basado genéticamente que conduce a la
senescencia y a la muerte celular aproximadamente 24 h después de que la flor se abre,
y se cree que las proteinas de la senescencia producidas alrededor de ese tiempo
desempefian un papel en este programa (Panavas et al., 1999). El gen ERD7 (del inglés
Early-Responsive to Dehydration) de amaranto contiene un dominio que codifica para

proteinas involucradas en el proceso de senescencia.

2.4.1 Familia DUF642

La familia DUF642 constituye un grupo de proteinas altamente conservado, usualmente
asociadas a las paredes celulares, especificas para espermatofitas (Zufiga-Sanchez et
al., 2014). Las proteinas DUF642 tienen una estructura basica dividida en dos dominios
y un péptido sefal de 20 a 30 aminoacidos; el subdominio N-terminal no tiene funcion,
mientras que el subdominio C-terminal tiene homologia con un dominio de union a
carbohidratos (Zufiiga & Gamboa de Buen, 2012). De los diez miembros de esta familia
presentes en Arabidopsis, seis de ellos han sido encontrados en pared celular (i. e.,
At3g08030, At2g41800, At1g80240, At5g25460, At4g32460 y At5gl11420) (Zuhiga &
Gamboa de Buen, 2012).

El estudio de At5g25460 constituye uno de los pocos estudios funcionales sobre esta
familia de proteinas. Esta se encontré altamente expresada en plantulas durante las
primeras etapas de desarrollo, mientras que una mutante mostré tener raices mas cortas
y rosetas mas pequefias que la planta silvestre (Gao et al.,, 2012). En un estudio
relacionado, se encontré6 que en semillas de Brassica oleracea la expresién de un
ortdlogo de la At5g25460 aument6 durante la germinacion (Soeda et al., 2005). Por otra
parte, también han sido detectados cambios en la expresion de genes DUF642 bajo
condiciones ambientales especificas. Por ejemplo el estrés salino promueve la expresiéon
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del gen At2g41810 (Kreps et al.,, 2002). En otra investigacion se encontré6 que la
sobreexpresion del gen DGR2 de amaranto de la familia DUF642 en plantas de A.
thaliana se induce bajo condiciones de estrés abidtico, modificando la estructura de la
pared celular y causando, ademas, hipersensibilidad a sal y ABA (Palmeros-Suarez et
al., 2016).

2.5 Factores de transcripcion

Los FT activan cascadas de sefializacion de genes que actlan corriente abajo en la
regulacién de respuestas que confieren tolerancia a multiples tipos de estrés. Esto ocurre
mediante la interaccion de los TF con los elementos de accion cis presentes en la region
promotora de sus genes blanco. Ademas, la respuesta de ciertos FT permite que al ser
insertados en otras especies vegetales, se induzca o reprima el amplio grupo de genes
gue se encuentran bajo su control (Vinocur & Altman, 2005). Los factores de transcripcion
se clasifican en varias familias, tales como AP2 / ERF, bZIP, NAC, MYB, MYC, Cys2His2
dedo de zinc y WRKY. Cada miembro responde de manera diferente a los estimulos de
estrés, de forma positiva 0 negativa, dependiendo de las circunstancias (Akhtar et al.,
2012)

Se encontré6 que algunos genes que codifican para FT que contienen el miembro
Cys2/His2 tipo dedos de zinc, son regulados por el estrés abidtico en Arabidopsis. Por
ejemplo, el AtDi19 (del inglés, Drought-induced), funciona como un regulador
transcripcional y esté involucrado en la respuesta a estrés por sequia, al observarse que
en la mutante insercional dil19, las plantas de Arabidopsis fueron mas sensibles a sequia
y que la sobreexpresion de Dil9 ocasion6 mayor tolerancia a estrés por sequia
comparado con las plantas silvestres (Liu et al., 2013). Otro trabajo reportado mostré que
la proteina con dominio de dedos de zinc ZPT2 actlda como represor transcripcional,

desregulando la actividad de otros FT (Sakamoto et al., 2004).

Las investigaciones muestran que un mismo FT puede actuar como inductor y represor
de la respuesta a estrés en plantas, mostrando, de esta manera, la interaccion compleja

y coordinada que existe entre las vias de sefializacién de la respuesta a estrés.
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Otros factores de transcripcién que han sido estudiados son las proteinas que presentan
un homeodominio de cremallera de leuncina o HD-Zip, las cuales constituyen una amplia
familia de FT que se encuentran Unicamente en plantas. Las proteinas HD-Zip se
caracterizan por tener un homeodominio de unién a DNA y un motivo adyacente ZIP (o
de cremallera de leucina) que media la dimerizacion de la proteina (Ariel et al., 2007).
Se han realizado estudios que demuestran que las proteinas HD-ZIP estan involucradas
principalmente en estrés, y que su expresion es regulada por sequia, temperaturas

extremas, estrés osmatico y hormonas, como ABAy ET (Zhao et al., 2014).

l1l. JUSTIFICACION

El andlisis de genes de funcion desconocida en amaranto de grano inducidos por estrés,
podria revelar mecanismos novedosos de tolerancia al estrés en estas plantas y en otros

cultivos de interés agronomico.

IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

1. Analizar genes de funcion desconocida de amaranto de grano en multiples condiciones
de estrés.

4.1.1 Objetivos especificos

+ Seleccionar genes de funcion desconocida en el transcriptoma de A.

hypochondriacus.

+ Determinar mediante qRT-PCR los niveles de expresion de estos genes en los
diferentes tejidos, estados especificos de desarrollo y especies de amaranto de

grano

+ Determinar mediante qRT-PCR los niveles de expresion de estos genes bajo
diversas condiciones de estrés (defoliacién, salinidad, sequia, infeccion

bacteriana, y herbivoria).
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* Generar una construccion con el promotor de un gen, seleccionado por sus
caracteristicas de interés relacionadas a la tolerancia a estrés, fusionado a un gen

reportero.

» Generar una construccion para la sobreexpresion del gen seleccionado.

V. METODOLOGIA

5.2 Material biolégico

Todos los experimentos se realizaron con plantas de Amaranthus hypochondriacus var.
Revancha, Amaranthus cruentus var. Amaranteca y Amaranthus caudatus. Las plantas
utilizadas en los experimentos tenian de cuatro a cinco semanas de edad. Fueron
sembradas originalmente en charolas de germinacion de poliestireno de 60 cavidades,
previamente llenadas con una mezcla (1: 1) de pasta de coco con mezcla general (pajote
de jardin, limo, “Sunshine Mix 3” [SunGro Horticulture, Bellevue, WA], vermiculita y perlita
en relacion 2: 1: 3: 1. 1). Se colocaron dos semanas después de su germinacién en
macetas de 1.3 L, conteniendo un substrato estéril compuesto por tres partes de mezcla
Sunshine 3TM, una parte de greda rica en humus, dos partes de turba, una parte de
vermiculita (SunGro Hort) y una parte de perlita (Termolita S.A., Nuevo Ledn, México).
Se fertilizaron una semana posterior a su transplante con una mezcla 20: 10: 20 (N: P: K)
en solucion de acuerdo con las instrucciones de manufactura (Peters Professional,
Scotts-Sierra Horticultural Products, Marysville, OH, EUA). Los experimentos se
desarrollaron en cuarto de crecimiento bajo condiciones controladas de temperatura
(26°C) y fotoperiodo (16 h luz/ 8 h oscuridad).

5.2 Condiciones de estrés en amaranto

5.2.1 Experimento de alta salinidad

Para aplicar el estrés salino, las plantas se regaron primero hasta saturacién con agua
corriente y después diariamente con 100 ml de NaCl 400 mM durante ocho dias, tiempo

durante el cual se midié la conductividad eléctrica (CE; en dS/ m) en el suelo, utilizando
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un medidor Hanna modelo HI 98130 (Hanna instruments Inc., Woonsocket, Rl, EUA), con
una conductividad promedio de 12.1 dS/ m al finalizar el estrés. Este nivel de salinidad
inadecuado para la mayoria de los cultivos, ya que componente seriamente el

rendimiento. El maximo, soportado todavia por plantas haléfitas, es de > 16 dS/ m.

5.2.2 Experimento de herbivoria

El experimento de herbivoria se desarrollé colocando tres larvas de Trichoplusia ni
(Lepidoptera, Noctuidae) del tercer estadio larval por planta, (sin alimentar por 12 a 16
h.), la cual fue cubierta con una malla para restringir el movimiento de las mismas. Las
larvas se alimentaron del follaje de las plantas durante 17 h porque en este periodo la
pérdida de area foliar sufrida por la herbivoria durante este periodo fue alrederor del 70%
de las hojas. Posteriormente, se colecto el material vegetal 6, 12 y 24 h después de haber
retirado las larvas. Las hojas con pérdida de tejido foliar se utilizaron para evaluar la
respuesta local, mientras las hojas intactas, para la respuesta sistémica. Las plantas
control fueron expuestas a las mismas condiciones, sélo que en ausencia de larvas.

Asimismo, se colecto el tallo y raiz para cada tratamiento.

5.2.3 Experimento de defoliacion

El ensayo fue realizado con plantas de A. cruentus var. Tarasca, sin defoliacion (“plantas
control”) y una defoliacion total (“plantas defoliadas”). El experimento se realizé en cuatro
etapas de desarrollo distintas, llamadas: Vegetativa 1 (V1, 6-8 hojas verdaderas [hv], 4-5
semanas después de germinacion [sdg]); Vegetativa 2 (V2, 14-16 hv, 6-7 sdg);
Emergencia de Panoja (EP, 6 aparicion de inflorescencia, 9-10 sdg) y Floracion (FL,
~50% de antesis, 11-12 sdg). La defoliacion fue realizada en todas las hojas de las
“plantas defoliadas” gradualmente durante tres dias consecutivos hasta alcanzar la
defoliacion total, utilizando una perforadora metalica para papel. El primer dia se perford
aproximadamente el 33% de la superficie de las hojas; el segundo dia se perford
aproximadamente un 33% adicional de la superficie de las hojas. Finalmente, el tercer

dia se cort0, con tijeras metalicas, la totalidad de las hojas desde la base de las mismas.
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Estas hojas, con ca. 67% de pérdida de area foliar, fueron las utilizadas para posteriores
andlisis. Las plantas defoliadas en su totalidad permanecieron un dia adicional en este
estado. Después del cual, se colectaron raices y tallos (para el caso de las etapas V1y
V2), o raices, tallos y panojas (para el caso de las etapas EP y FL). Asimismo, se
colectaron las raices, tallos y hojas (para el caso de las etapas V1 y V2) o raices, tallos,
hojas y panojas (para el caso de las etapas EP y FL) de las “plantas control”, no defoliadas
(Vargas-Ortiz et al., 2013; Cisneros-Hernandez, 2016).

5.2.4 Experimento de sequia

Al inicio del experimento, y para calcular el porcentaje de humedad en el sustrato, las
macetas fueron saturadas con agua, después se dejo que drenara libremente hasta que
no hubo cambio en peso. La diferencia entre este peso saturado con agua (PA) y el peso
seco (PS) fue usado para calcular el 100% de la capacidad de retencion de agua (CRA).
Todas las macetas fueron irrigadas hasta el 90% de su CRA donde CRA= PA-PS, hasta
gue alcanzaron de 10 a 12 hojas. En este estado de desarrollo se comenzo la aplicacion
de los tratamientos. Durante la realizacion de los experimentos las macetas se pesaron
diariamente, y aproximadamente a la misma hora, para calcular el CRA del suelo y asi
mantener la humedad éptima. Cada uno de los tratamientos consistio en que el sustrato
perdiera la humedad hasta alcanzar el porcentaje deseado. Se sembraron un total de 12
plantas para cada uno de los tratamientos de estrés: el primer grupo correspondi6 a las
plantas control o bien regadas (CT), el segundo grupo a plantas crecidas hasta alcanzar
un 30% de humedad en el suelo, o “estrés hidrico moderado (EM)”, y el tercero, a plantas
crecidas hasta alcanzar un 10% de humedad en el suelo, o “estrés severo (ES)”. El cuarto
grupo correspondié a las plantas que alcanzaron el ES y se les aplicd un riego de
recuperacion (REC), siendo colectadas 24 h después. Las 12 plantas utilizadas por
tratamiento fueron combinadas en 3 pozas de 4 plantas cada una, de las cuales se

colectaron raiz, hoja y tallo para cada tipo de estrés (Gonzalez Rodriguez, 2016).

El material se colectdé y se congel6é de inmediato en N liquido. Posteriormente se
almacen6 a -80° C en un ultra-congelador Revco (Thermo Scientific, Walthman,

Massachusetts, EUA) a -80°C hasta su utilizacion.
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5.2.5 Experimento de infeccion bacteriana con Pseudomonas syringae pv. syringae
(Pss) y Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis (Cmm)

Para este experimento se prepararon medios de cultivo para el crecimiento de las
bacterias. Para Cmm (cepa virulenta “acr42”, donada por el Dr. Angel Alpuche, del
IPICyT) se uso el medio 802 (peptona 1gr/ L, extracto de levadura 2 g/ L, MgSO4 7 H>O
0.92 g/ Ly Agar 15 g/ L), empleando 20 pl de la bacteria en la placa, mediante siembra
por estria, incubando durante 48 h a 28°C. Para Pss (cepa avirulenta “3525”) se uso el
medio KB (bactopeptona 10 g/ 500 mL, fosforo dibasico potasico 0.75 g/ 500mL, glicerol
0.75 mL/ 500 mL, Agar 705 g/ 500 mL) y al igual que Cmm, se sembré 20 pl de la bacteria
en la placa con el medio y se incub6 durante 24 h en un cuarto de crecimiento a 28°C.
Una vez pasado el tiempo de crecimiento se diluyeron las dos muestras en un buffer de
fosfatos estéril 0.05 M a pH 7.0, hasta lograr una densidad 6ptica a 600 nm (DOeoo) de
0.2 para Pss y 0.3 para Cmm (Casarrubias-Castillo et al., 2014).

Se inocularon 48 plantas de amaranto de cuatro semanas de edad para cada una de las
bacterias, 24 plantas fueron inoculadas con un volumen de 400 pL de la suspension de
Pss por planta, distribuido en el envés de cuatro hojas jovenes cercanas al meristemo y
el grupo restante inoculado con buffer de fosfatos por cada tiempo de colecta, utilizando
una jeringa de 1 mL. Se colectaron en un conjunto de 3 plantas por cada tiempo de
colecta, considerando la hoja infectada (respuesta local) y la hoja distal (respuesta
sistémica). Para el caso de las plantas tratadas con Cmm, el nimero de plantas fue el
mismo, pero al inocular se utilizé un volumen de 500 pl de la suspension bacteriana por
planta distribuidos de la siguiente manera: 400 yL de la suspension, distribuido en el
envés de cuatro hojas jovenes cercanas al meristemo, y 100 ul en el tallo. Se colectaron
las hojas infectadas, las hojas distales no infectadas, el tallo y la raiz para cada
tratamiento, a las 6, 12, 24 y 48 h posteriores a su inoculacion. Se colectaron tejidos de
las tres variedades de amaranto grano, los cuales se congelaron de inmediato en
nitrégeno liquido y se almacenaron hasta su uso a -80°C. Para su andlisis, los tejidos de

las plantas de amaranto infectadas con Pss o Cmm se pulverizaron con nitrégeno liquido.
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5.3 Escrutinio de genes de funcion desconocida

Las secuencias de los genes de funcidén desconocida de interés para este trabajo fueron
identificadas en la base de datos del transcriptoma de A. hypochondriacus sometido bajo
cuatro condiciones de estrés (a)bidtico (Délano-Frier et al., 2011). Estas secuencias
fueron traducidas in silico con el programa Expasy translate tools
(http://web.expasy.org/translate/), tomando en cuenta el marco de lectura abierto que
codifica para el polipéptido de mayor longitud. Para cada gen se realizaron alineamientos
utilizando la herramienta bioinformatica BLAST, (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)
para corroborar la identidad de los genes de A. hypochondriacus en Beta vulgaris y A.
thaliana. Ademas, la traduccion in silico de la secuencia permiti6 encontrar algunos
dominios conservados. Para analizar los codones de inicio y paro de la traduccion de las
secuencias, laregion promotora de los genes, se utilizo el genoma de A. hypochondriacus
mediante el programa Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html). Algunas

caracteristicas de los genes seleccionados se incluyen en el APENDICE 3.

5.4 Disefio de oligonucledtidos

El disefio de oligonucleétidos para la cuantificacion de la expresion génica se realizd
utilizando el programa bioinformatico Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3/), Beacon
Designer (http://www.premierbiosoft.com), UNAFold (http://www.idtdna.com/UNAFold) y
Oligo Evaluator (http://www.oligoevaluator.com). Las caracteristicas de estos se
encuentran en el APENDICE 1 (Thornton & Chhandak, 2011)

5.5 Extraccion de ARN total

El ARN total fue extraido empleando el reactivo TRIzol® (Life technologies, Carlsbad,
California, EUA) a partir de 100-200 mg de tejido congelado previamente molido con N>
liquido. El procedimiento se llevé a cabo de acuerdo a las instrucciones del fabricante,
con algunas modificaciones en la adicién de una mezcla de sales (citrato de sodio 0.8 M
y cloruro de sodio 1.2 M), isopropanol en relacién 1: 1 (v/ v) para la precipitacion de ARN

durante 15 min a 4°C. Después se adicion6 una solucién de cloruro de litio 8 M para
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purificar durante 1 h a 4°C. Al finalizar la extraccion, se observo la integridad del ARN por
medio de electroforesis en gel de agarosa (1%) siendo desnaturalizado el ARN
previamente (i. e. usando formaldehido-formamida) y visualizado con luz ultravioleta
mediante tincién con bromuro de etidio. La integridad se determiné a través de las bandas
de ARN ribosomal (i. e., 18S y 28S), mientras que la pureza y concentracion fueron
determinadas por espectrofotometria utilizando el equipo NanoDrop 2000 (Waltham,
Massachusetts,EUA).

5.7 Sintesis de ADN complementario y analisis de expresion mediante gRT-PCR

El ADNCc fue sintetizado a partir de 4 uyg de ARN total utilizando 200 unidades de la enzima
SuperScript Il Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA), oligo(dT)2o,
acorde a las instrucciones del fabricante). El ADNc obtenido se diluyo 25 veces con agua

desionizada y se empled para realizar el andlisis de expresion mediante el método 2-24CT

La amplificacion se llevo a cabo empleando placas de 96 pozos en el equipo CFX96
Touch™ Real Time PCR Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). La reaccion
de amplificacién se realizé en un volumen final de 20 uL, conteniendo 2 uL del cDNA, 4
ML de cada oligonucleétido a una concentracion de 2 uM, 8 uL de SYBR Green
JumpStart™ Taq Ready Mix™ (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, EUA) y 6 pyL de agua
desionizada estéril. Los oligonucleétidos empleados para el analisis se encuentran en el
APENDICE 1. El proceso de amplificacion fue el siguiente: desnaturalizacion a 95°C por
3 min seguido de 40 ciclos de 15 s a 95°C y finalmente, 1 min de alineamiento a 60°C.

Los niveles de expresion fueron calculados automaticamente por el programa

Los niveles de expresion relativa se calcularon utilizando el parametro 2-22CT donde:
AACT = (CT gen blanco - CT promedio de los genes de referencia)rratamiento -(CT gen

blanco— CT promedio de los genes de referencia)contral (Livak & Schmittgen, 2001).
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5.8 Generacioén de la construccion p35S::Ah-2880-GUS.

Para la obtencién de la construccién del gen de funcién desconocida Ah-2880 de
amaranto, se disefiaron oligonucledtidos APENDICE 2) para amplificar la secuencia
codificante completa a partir de ADNc de plantas de amaranto con un tamafo de 486pb.
El producto de PCR obtenido, se purificd por el Kit Protocol (Qiagen, Hilden, Alemania)
con las especificaciones del fabricante. Después, se digirié en los sitios reconocidos por
las enzimas Smal y Xbal, y subsiguientemente purificado por columnas de Invitrogen y
posteriormente fue ligado dentro del vector binario pBl121(Anexo A), utilizando la enzima
T4 ADN Ligasa. Y adicionando en relacién equimolar de inserto vector, durante 17 h a

16°C. Para finalizar la reaccion, se incubo la mezcla a 65°C por 5 min.

Luego, se transformo utilizando células quimiocompetentes de Escherichia cfoli TOP10,
incubandose 1 h a 37°C en medio LB; posteriormente, en placas en medio LB adicionado
con Km (50 pug mLt) se colocod el cultivo durante 16 h a 37°C. Las transformantes
positivas fueron seleccionadas y la extraccion de plasmido se realizé mediante columnas
Invitrogen. Después de un andlisis de restriccion, los fragmentos fueron secuenciados
por los servicios genomicos del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, Cuernavaca,
Mor.,México). Al obtener el gen de interés, se introdujo en la cepa de Agrobacterium
tumefaciens GV2260 mediante electroporacion. Las células se incubaron durante 4 h a
28°C en 100 pL de medio LB. Transcurrido el tiempo de incubacién, se coloco el cultivo
en placas en medio LB adicionado con rifampicina (25 pg mL™?) y carbenicilina (100 g

mL1) y se incubaron durante 48 h a 28°C.

5.9 Generacion de la construccién pAh-Hfr::GUS-GFP.

Para la generacién de la construccion de la regién promotora del gen de amaranto Ah-
HFR fusionada a los genes reporteros, se disefiaron los oligonucleétidos necesarios
(APENDICE 2), para amplificar la region promotora de 892pb. Posteriormente, se cloné
en el vector pCR8/GW/TOPO TA Cloning® Kit vector (Invitrogen) (Anexo B); la secuencia
de interés se transfirié al vector binario PFASTGO04 (Anexo C) mediante recombinacién
homéloga con la tecnologia del sistema GATEWAY, empleando la enzima Gateway LR

Clonase Enzyme Mix (Invitrogen). El vector de expresién con el gen de interés se
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introduj6 a la cepa de A. tumefaciens GV2260 mediante electroporacion. Una vez
transformadas las células se incubaron durante 2 h a 28°C en 250 mL de medio LB.
Transcurrido el tiempo de incubacion, se sembraron en placas con medio LB adicionado
con rifampicina (50 mg/ ) y espectinomicina (100 mg/ I) y se incubaron durante 48 h a
28°C.

VI. RESULTADOS

6.1 Secuencias transcriptomicas de interes.

Para los analisis de este trabajo fueron identificadas y seleccionadas ocho secuencias de
interés a partir de un escrutinio realizado en la base de datos generada por la
secuenciacion del transcriptoma de A. hypochondriacus. Los nombres de las secuencias
asociadas para los genes de funcién desconocida son Hfr, DGR, ERD7, ZnFinger,
DUF3407, 2880, 3844, 3240. La eleccion de las secuencias fue de acuerdo a su nivel de
expresion bajo alguna de las cuatro condiciones de estrés ademas de ser confirmada la
identidad de estas secuencias por alineamiento, a nivel de transcrito y de proteina, con
las correspondientes B. vulgaris y A. thaliana, utilizando la herramienta BLAST. También
se realizo un alineamiento en la base de datos del Blast4OneKp para conocer en que
otras especies se encuentran, se utiliz6 el genoma del amaranto para determinar su
region promotora, confirmar el codon de inicio y paro de la traduccion de cada una de las
secuencias. De las ocho secuencias 2 tuvieron dominios DUF, una present6 un dedo de
zinc, otras un dominio de aglutinina y de senescencia, respectivamente, y 3 no
presentaron dominios. Algunas tuvieron una identidad superior al 75% respecto a sus
ortélogos en B-vulgaris, con excepcion de los transcritos denominados Hfr, ZnFinger,
3844 y 3240, cuya identidad fue inferior al 50%. Solo las secuencias de los transcritos
DGR, ERD7 y DUF3407 tuvieron identidad en A. thaliana. Asi mismo, algunas secuencias
estan presentes en plantas de la familia de Fabacea, Boraginaceae y Amaranthaceae

principalmente. Todas las secuencias tienen sus regiones codificantes completas.

La expresion de los genes seleccionados, se validé mediante gRT-PCR. Previamente, se
comprobd la eficiencia de amplificacion para todos los oligonucledtidos correspondientes

a las secuencias de los genes, que se encontraron en un rango entre 90-110% y
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produjeron Unicamente un producto de amplificacion. Ademas, todos cumplieron las
caracteristicas de longitud de 19 a 23 pb, temperatura de alineamiento de alrededor de
60°, longitud de la region amplificada (100-180 pb), y la ausencia de estructuras

secundarias.

6.2 Cambios en la expresion de los genes de interés en estrés bidtico y abidtico.

El efecto del estrés por herbivoria, infeccién bacteriana y defoliacién sobre la expresion
de las secuencias de interés en plantas de A. hypochondriacus, A. cruentus y A.
caudatus, fue determinado en diferentes tejidos de la planta. Para herbivoria, fue
determinado en la hoja dafiada (respuesta local) y en las hojas distales intactas
(respuesta sistémica). Sin embargo, para la infeccién bacteriana éstas se denominaron
hoja daflada y hoja intacta, respectivamente, mientras que, para el experimento de
defoliacion, fue considerado solo el conjunto de hojas dafiadas, ademas del tallo y la raiz
en cada uno de los tratamientos de estrés. Se evaluaron varios tiempos de muestreo: 6,
12,y 24 h. Para el caso de la defoliacion, se analizaron cuatro etapas de desarrollo, que,
como se indicé anteriormente, fueron denominadas como vegetativa 1 (V1), vegetativa 2

(V2), emergencia de panoja (EP) y floracion (FL).

Los cambios en la expresion de los genes de funcién desconocida en plantas A.
hypochondriacus, A. cruentus y A. caudatus, expuestas al estrés salino, fue determinado
en los tejidos de hoja, tallo y raiz, a los 4,7 y 9 dias posteriores al inicio del estrés. Para
la sequia, se considerd sélo a la especie A. cruentus, en diferentes grados de estrés y

los tejidos analizados fueron las hojas y raices.

Los niveles de expresion se estimaron utilizando el parametro 2(2 2¢T) que indica la
abundancia relativa de los transcritos. Estos se analizaron entre especies y tejidos, a
diferentes tiempos post tratamiento, o bien, en etapas definidas de desarrollo, tanto en
plantas con estrés y plantas control. La abundancia relativa de los transcritos se normalizé
a la unidad, de manera que los valores de abundancia relativa por encima de 1.5 fueron
considerados como inducidos o sobre regulados y los valores menores a 0.5 como

reprimidos o sub regulados.
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Los resultados son mostrados en graficos de “caja y bigotes” o “boxplots”, donde se
graficaron los valores obtenidos en el andlisis de cada uno de los experimentos
independientes, con cuatro réplicas técnicas cada uno. Para mostrar las diferencias
estadisticas de los tratamientos con respecto a las plantas control se realizé la
comparacién de medias, con la prueba de Tukey-Kramer, para representar
significativamente las diferencias estadisticas y los limites de induccion (i. e. =2 1.5) o
represion (i. e., < 0.5). Dentro del grupo de genes estudiados, varios presentan niveles
de induccién en multiples condiciones de estrés. Enseguida se hace una descripcion de
los cambios mas importantes en los niveles de expresion de los genes de funcidon
desconocida en respuesta a las multiples condiciones de estrés, y en diferentes especies,

tejidos y tiempos.

6.3 Cambios en la expresion de los genes de funcion desconocida en estrés bidtico

6.3.1 Herbivoria

El estrés bidtico ocasiono cambios en la expresion relativa de algunos genes de funcion
desconocida, mismos que fueron dependientes de la especie, tejido analizado, duraciéon
del estrés y tipo de estrés. En la hoja dafiada (respuesta local) se encontré un patron de
induccion relativamente constante para el gen HFR, ya que en A. cruentus se incremento
a un valor de expresion relativa de 92 a las 6 h, alcanzando su valor maximo de 462 a las
12 h y disminuyendo significativamente a las 24 h. Un patron similar se observo en A.
hypochondriacus, especie en la cual los niveles de expresion de este gen se
incrementaron a las 6,12 y 24 h. A su vez, HFR se indujo en A. caudatus alas 6 y 12 h,
aunque se encontro reprimido a las 24 h (Fig.1A). Por su parte, en la hoja intacta
(respuesta sistémica), también aumentaron los niveles de expresion para A. cruentus y
A. hypochondriacus por encima del umbral de induccién a las 6 y 12 h, mientras que para
A. caudatus los niveles se mantuvieron reprimidos (Fig. 1B). En tallo y raiz los niveles
permanecieron cercanos a la unidad, con la excepcion en tallo de A. caudatus a las 6h
(Fig. 1C) y raiz en A. hypochondriacus a 12 y 24 h, en donde se indujo ligeramente en
tiempos tempranos (Fig. 1D). La expresion en hoja de DGR A. cruentus incrementé

progresivamente en concordancia con la duracion del estrés por herbivoria. En cambio,
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en A. hypochondriacus no rebaso los limites de induccion o represion, mientras que en
A. caudatus se indujo ligeramente a las 12 y 24 h (Fig. 2A). La respuesta sistémica de
este gen en A. cruentus y A. hypochondriacus no mostré cambios significativos, a
excepcion de las 24 h, donde se observo una ligera induccién en ambas especies. Sin
embargo, la respuesta en A. caudatus fue mucho mas r4pida, intensa y duradera,
induciéndose dese las 6 a las 24 a niveles de expresion similares (Fig. 2B). En tallo,
destaca la expresion tardia de este gene en A. cruentus y A caudatus y la falta de
respuesta en A. hypochondriacus. (Fig. 2C). En raiz, fue evidente la represion de este
gen en A caudatus durante todo el experimento, mientras que, en las otras dos especies,
la expresion fue baja y esporadica (Fig. 2D).
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Figura 1. Expresion relativa del gen HFR en hoja dafiada, hoja intacta, tallo y raiz de
distintas especies de amaranto, sometidas a estrés por herbivoria. Box-plots de la
abundancia de transcritos del gen HFR en (A) hoja dafiada, (B) hoja intacta, (C) tallo y (D) raiz,
medida en relacién al control (Ct), y a diferentes tiempos (6,12 y 24 h) después del inicio del
estrés. La comparacion multiple de medias se realiz6 mediante la prueba estadistica Tukey—
Kramer. Las distintas letras representan diferencias significativas (P< 0.05, n = 4). Las lineag,
punteadas en azul y rojo representan los limites arriba o debajo de los cuales este gen se indujo
o reprimio por el estrés aplicado, respectivamente.



La induccion del gen 3844, en hoja dafiada de A. cruentus sobresalié muy por encima de
la observada en las dos otras especies, ya que mostré un gradual incremento de
expresion de ca. 5 veces entre las 6 y 24 h de tratamiento. La expresion de este gen en
las otras dos especies fue minima. (Fig. 3A). La respuesta sistémica de este gen en A.
cruentus, aunque inducida fue menor y se mantuvo sin cambios en A. hypochondriacus.
Sin embargo, su expresion se reprimié claramente en A. caudatus a lo largo del
tratamiento. (Fig. 3B).
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Figura 2. Expresion relativa del gen DGR en hoja dafada, hoja intacta, tallo y raiz de
distintas especies de amaranto, sometidas a estrés por herbivoria. Box-plots de la
abundancia de transcritos del gen DGR en (A) hoja dafiada, (B) hoja intacta, (C) tallo y (D) raiz,
medida en relacion al control (Ct), y a diferentes tiempos (6,12 y 24 h) horas después del inicio
del estrés. La comparacién multiple de medias se realiz6 mediante la prueba estadistica Tukey—
Kramer. Las distintas letras representan diferencias significativas (P < 0.05, n = 4). Las lineas
punteadas en azul y rojo representan los limites arriba o debajo de los cuales este gen se indujo
o reprimio por el estrés aplicado, respectivamente.
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La induccién de este gen en tallo y raiz se mantuvo baja y esporadica en A. cruentus y
A. hypochondriacus. A su vez, permanecio reprimido en ciertos tejidos y tiempos en A.
caudatus. (Fig. 3C). (Fig. 3D). Por otro lado, la expresion relativa del gen 3240 se indujo
localmente, en forma temprana Unicamente en hojas de A. cruentus. Asimismo, los
niveles de expresion fueron disminuyendo con el tiempo, registrando su valor de
expresion mas bajo a las 24 h. En contraste, los niveles en las otras 2 especies apenas
cambiaron, a excepcion de una ligera induccion observada en A. caudatus ala 12 h (Fig.
4A). En hoja intacta, so6lo destaca la induccion fuerte y tardia de este gen en A. cruentus,
a las 24 h, aunque también se expres6 débilmente en forma temprana en A.
hypochondriacus a las 6 h. Por el contrario, no se detecto la induccion sistémica de este
gen en A. caudatus (Fig. 4B). Se observo una induccion temprana de este gen, a las 6
h, en el tallo de plantas de A. cruentus y A. caudatus dafiadas por herbivoria, aunque la
magnitud de la respuesta fue mayor en la primera. Sin embargo, este gen tendio a
reprimirse en después, sobre todo en A. caudatus, donde su expresion se reprimio a las
12 y 24 h después de iniciar el analisis. A su vez, la induccion de este gen en tallos de A.
hypochondriacus fue tardia, observandose una deébil induccién Unicamente a las 24 h
(Fig. 4C). En raiz, también se observo un contraste entre A. hypochondriacus, donde se
indujo este gen alas 12 y 24 h, y las otras dos especies, donde se observo una represion
alas 12 y 24 h de muestreo (i.e., en A. cruentus) o no se observaron cambios en los

niveles de expresion (i. e., en A. caudatus) (Fig. 4D).
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Figura 3. Expresion relativa del gen 3844 en hoja dafiada, hoja intacta, tallo y raiz de
distintas especies de amaranto, sometidas a estrés por herbivoria. Box-plots de la
abundancia de transcritos del gen 3844 en (A) hoja dafiada, (B) hoja intacta, (C) tallo y (D) raiz,
medida en relacion al control (Ct), y a diferentes tiempos (6,12 y 24 h) horas después del inicio
del estrés. La comparacién multiple de medias se realiz6 mediante la prueba estadistica Tukey—
Kramer. Las distintas letras representan diferencias significativas (P < 0.05, n = 4). Las lineas

punteadas en azul y rojo representan los limites arriba o debajo de los cuales este gen se indujo
o reprimio por el estrés aplicado, respectivamente.
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Figura 4. Expresion relativa del gen 3240 en hoja dafiada, hoja intacta, tallo y raiz de
distintas especies de amaranto, sometidas a estrés por herbivoria. Box-plots de la
abundancia de transcritos del gen 3240 en (A) hoja dafiada, (B) hoja intacta, (C) tallo y (D) raiz,
medida en relacion al control (Ct), y a diferentes tiempos (6,12 y 24 h) horas después del inicio
del estrés. La comparaciéon multiple de medias se realiz6 mediante la prueba estadistica Tukey—
Kramer. Las distintas letras representan diferencias significativas (P < 0.05, n = 4). Las lineas
punteadas en azul y rojo representan los limites arriba o debajo de los cuales este gen se indujo
o reprimio por el estrés aplicado, respectivamente

6.3.2 Infeccidon bacteriana virulenta

Asi también, fueron cuantificados los niveles de expresion de estos genes en respuesta
al estrés causado por la infeccion bacteriana por Cmm, considerado un patdégeno
virulento en amaranto de grano. Al igual que en el ensayo de herbivoria, la expresion de
HFR mostré variabilidad entre las especies, los tejidos y los tiempos de muestreo. La
Unica induccion en hoja, tanto a nivel local como sistémico, se detecté tempranamente, a
las 6 h post infeccion (pi), en A. hypochondriacus. En tiempos posteriores y en las otras
dos especies, la respuesta de HFR a Cmm fue, en su mayoria negativa, sobre todo en A.

cruentus, donde se reprimié casi en todos los tiempos de muestreo. (Fig. 5A, 5B). En el
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tallo, se observd una fuerte induccién en A. hypochondriacus a las 12 h, la cual fue
aproximadamente 19 veces mayor al control. Sin embargo, al igual que en hoja, la
induccion de este gen se reprimid subsiguientemente a las 24 h de muestreo, y
predominantemente en A. cruentus. En A. caudatus, el gen HFR se reprimié después de
una débil induccioén a las 6 h (Fig. 5C). El panorama cambié drasticamente en raiz, ya
gue el gen HFR no fue reprimido, sino que se indujo levemente en A. hypochondriacus a
las 12h, en forma continua en A. cruentus, sobre todo a las 24 h e intensamente en A.
caudatus, al mismo tiempo de muestreo. En este punto, el gen HFR increment6 su
expresion hasta 45 x con respecto al control; luego, disminuy6 a las 24 h hasta ca. 3.5 x
mas alto que los controles (Fig. 5D).
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Figura 5. Expresién relativa del gen HFR en hoja dafiada, hoja intacta, tallo y raiz de
distintas especies de amaranto, sometidas a infeccién bacteriana virulenta por Clavibacter
michiganensis ssp. michiganensis (Cmm). Box-plots de la abundancia de transcritos del gen
HFR en (A) hoja dafiada, (B) hoja intacta, (C) tallo y (D) raiz, medida en relacién al control (Ct),
y a diferentes tiempos (6,12 y 24 h) horas después del inicio del estrés. La comparacion multiple
de medias se realiz6 mediante la prueba estadistica Tukey—Kramer. Las distintas letras
representan diferencias significativas (P < 0.05, n = 4). Las lineas punteadas en azul y rojo
representan los limites arriba o debajo de los cuales este gen se indujo o reprimié por el estrés
aplicado, respectivamente.
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En cuanto al gen 2880, se observo una represion local y sistémica en hoja de A.
hypochondriacus en la mayoria de los tiempos examinados, excepto a las 12 h, donde se
produjo una débil respuesta local. La respuesta local en las otras dos especies también
fue débil, contrastando con la represion observada a las 12 h en A. caudatus.
Curiosamente, la respuesta sistémica alcanz6 los mayores niveles de induccion en A.
caudatus y A. cruentus a este mismo tiempo de muestreo. (Fig. 6A, 6B). La induccién de
este gen en tallo y raiz fue mayor en A. hypochondriacus y A. caudatus, respectivamente,
aunque sélo se presento a las 12 h. Sin embargo, fue ca. 38 y 29 veces mas alta que los
controles, en cada caso. En A. cruentus, la induccién de este gen fue mas débil y
esporadica, observandose Unicamente en tallo a las 12 h (Fig. 6C, 6D). Lo mas
sobresaliente para el caso del gen 3240, fue su induccion en todos los tiempos de
muestreo en raices de A. hypochondriacus (Fig. 7D). La respuesta en los otros tejidos
fue una débil y esporadica induccion sistémica en hojas de A. cruentus, y en raiz de A.
cruentus y A. caudatus (Fig. 7B, 7D). En todos los demas tejidos, la expresion del gen

fue reprimida o permanecio neutra.
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Figura 6. Expresion relativa del gen 2880 en hoja dafiada, hoja intacta, tallo y raiz de
distintas especies de amaranto, sometidas a infeccidén bacteriana virulenta por Clavibacter
michiganensis ssp. michiganensis (Cmm). Box-plots de la abundancia de transcritos del gen
2880 en (A) hoja dafiada, (B) hoja intacta, (C) tallo y (D) raiz, medida en relacion al control (Ct),
y a diferentes tiempos (6,12 y 24 h) horas después del inicio del estrés. La comparacion maltiple
de medias se realiz6 mediante la prueba estadistica Tukey—Kramer. Las distintas letras
representan diferencias significativas (P < 0.05, n = 4). Las lineas punteadas en azul y rojo

representan los limites arriba o debajo de los cuales este gen se indujo o reprimid por el estrés
anlicadn recnectivamente
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Figura 7. Expresion relativa del gen 3240 en hoja dafiada, hoja intacta, tallo y raiz de
distintas especies de amaranto, sometidas ainfeccidn bacteriana virulenta por Clavibacter
michiganensis ssp. michiganensis (Cmm). Box-plots de la abundancia de transcritos del gen
3240 en (A) hoja dafiada, (B) hoja intacta, (C) tallo y (D) raiz, medida en relacion al control (Ct),
y a diferentes tiempos (6,12 y 24 h) horas después del inicio del estrés. La comparacion maltiple
de medias se realizé mediante la prueba estadistica Tukey—Kramer. Las distintas letras
representan diferencias significativas (P < 0.05, n = 4). Las lineas punteadas en azul y rojo

representan los limites arriba o debajo de los cuales este gen se indujo o reprimié por el estrés
apnlicado. respectivamente.

6.3.3 Infeccién bacteriana avirulenta

Se observaron cambios en la expresion de estos genes en plantas infectadas con la
bacteria avirulenta Pss. Entre los cambios méas notables esta la induccion casi constante
de gen HFR en el tallo de plantas infectadas de las 3 especies, a las 12 hpi (Fig. 8d). El
mayor incremento se observé en A. caudatus, donde el gen se indujo a valores ca 18 x
mas altos que los controles. Destaca, también, la extensiva represion en hojas, tanto a
nivel local como sistémico, en todas las especies (Fig. 8A, 8B) y el contraste observado

en raices, donde este gen se indujo en todos los tiempos de muestreo en A.
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hypochondriacus, mientras que se reprimio extensivamente en A. cruentus y A. caudatus
(Fig. 8D)
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Figura 8. Expresién relativa del gen HFR en hoja dafiada, hoja intacta, tallo y raiz de
distintas especies de amaranto, sometidas a infeccion bacteriana avirulenta por
Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss). Box-plots de la abundancia de transcritos del gen
HFR en (A) hoja dafiada, (B) hoja intacta, (C) tallo y (D) raiz, medida en relacion al control (Ct),
y a diferentes tiempos (6,12 y 24 h) horas después del inicio del estrés. La comparacion multiple
de medias se realiz6 mediante la prueba estadistica Tukey—Kramer. Las distintas letras

representan diferencias significativas (P < 0.05, n = 4). Las lineas punteadas en azul y rojo
representan los limites arriba o debajo de los cuales este gen se indujo o reprimié por el estrés

anliradn racnacrtivamanta

Los cambios en los niveles de expresion para el gen 2880 en la hoja local se indujeron
en todas las especies, alcanzo el mayor valor de induccién de 7.30 en A. cruentus a las
12h (Fig. 9A). En hoja sistémica, para A. cruentus el gen indujo su expresion hasta 6.06
veces respecto el control; mismo que disminuyé en 24h a un valor de 2.5; sin embargo,

en A. hypochondriacus alcanzé valores mayores en 12 y 24h
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En cuanto al gen 2880, sobresalen los siguientes efectos en respuesta a infeccion por
Pss: (i) induccion de una respuesta local en hojas de todas las especies, y sistémica solo
en A. caudatus. Esta especie gener6, ademas, las respuestas mas intensas (Fig. 9A, 9B);
(ii) induccion en tallo en todas las especies, sobre todo en A. hypochondriacus y A.
caudatus, donde la induccion en tallo fue muy intensa, sobre todo en la ultima (i. e, ca.
61 x mas alta que los controles) (Fig. 9C), y (iii) represion total de este gen en raices de
A. hypochondriacus y A. caudatus, en contraste con la débil induccion observada en A.
cruentus a las 12 hpi (Fig. 9D).
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Figura 9. Expresioén relativa del gen 2880 en hoja dafiada, hoja intacta, tallo y raiz de
distintas especies de amaranto, sometidas a infeccibn bacteriana avirulenta por
Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss). Box-plots de la abundancia de transcritos del gen
2880 en (A) hoja dafiada, (B) hoja intacta, (C) tallo y (D) raiz, medida en relacién al control (Ct),
y a diferentes tiempos (6,12 y 24 h) horas después del inicio del estrés. La comparacién multiple
de medias se realiz6 mediante la prueba estadistica Tukey—Kramer. Las distintas letras
representan diferencias significativas (P < 0.05, n = 4). Las lineas punteadas en azul y rojo
representan los limites arriba o debajo de los cuales este gen se indujo o reprimié por el estrés
aplicado, respectivamente.

A su vez, el gen ERD7, tuvdé un patrén de expresién similar en A. cruentus y A.

hypochondriacus. Resaltan la continua y gradualmente ascendente induccién local de
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este gen en hojas de estas especies que llegd a alcanzar niveles de expresion ca. 60 x
mayores a los controles (Fig.10A). En A. caudatus, la respuesta en hojas fue nula,
excepto por la represion sistémica tardia observada a las 24 hpi (Fig. 10B). La respuesta
en tallo también fue similar en A. hypochondriacus y A. cruentus, donde se observo una
débil induccidn tardia a las 12 y 24 hpi, mientras que, en raiz, la expresion de este gen
en esta especie casi no sufrio cambios. En cambio, en A. caudatus, el gen ERD no mostré

cambios en tallo y se reprimi6 fuertemente en raiz (Fig. 10C, 10D).
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Figura 10. Expresién relativa del gen ERD7 en hoja dafiada, hoja intacta, tallo y raiz de
distintas especies de amaranto, sometidas a infeccion bacteriana avirulenta por
Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss). Box-plots de la abundancia de transcritos del gen
ERD?7 en (A) hoja dafiada, (B) hoja intacta, (C) tallo y (D) raiz, medida en relacién al control (Ct),
y a diferentes tiempos (6,12 y 24 h) horas después del inicio del estrés. La comparacién multiple
de medias se realiz6 mediante la prueba estadistica Tukey—Kramer. Las distintas letras
representan diferencias significativas (P < 0.05, n = 4). Las lineas punteadas en azul y rojo
representan los limites arriba o debajo de los cuales este gen se indujo o reprimid por el estrés
aplicado, respectivamente.

La expresién relativa del gen DUF3407 en la hoja infectada (respuesta local). Sélo
temporal y débil en A. caudatus, a las 6h, y constante durante todo el tiempo de muestreo

y maxima a las 24 h en A. hypochondriacus (Fig. 11A), asi como la expresién tardia de
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este gen en tallo, también detectada a las 24 h (Fig. 11C), fueron las Unicas respuestas
de induccion observadas en respuesta a Pss. En todas las otras circunstancias la
expresion de este gen no se vio alterada o fue reprimida, principalmente en la hoja distal
no infectada (respuesta sistémica) de todas las especies (Fig. 11B) y, uniformemente, en
la raiz de A. caudatus (Fig. 11D).

( A) Amaranthus (B) Amaranthus
cruentus hypochondriacus caudatus cruentus hypochondriacus caudatus
o L) SENEEEEE SRS NIRRT R
[ ]
a
3 — a i

. P SIS S IRR ORI, - 0.8 b
% bE-I-ab c b* ?
&N 1 + - ﬁ - \ c b
(>“ SN YN L %_ S S N [ S . S S .- --
= 0.4- + c =2
o) 0- e =
x (C) Cy ) (D) \ Lo
:S """"" a7 F=7°°F BT F=5°F
[0}
2 b _ H .
a 16\ N 1.2 b ab a
g DSSEENN VIR A b 2
c 2 b
12- & L 08- e .
* -ab \ =
b b % _________ ASPEIE EU G I SO QU S —
0.8 0.4
%: b‘ -3- c
\ - b b b
_________ JE S S G N __é._ N
Ct 6 12 24 Ct 6 12 24 Ct 68 1224 Ct 6 12 24 Ct 6 12 24 Ct 6 12 24

[ S =Ta=F] —24

Horas

Figura 11. Expresion relativa del gen DUF3407 en hoja dafiada, hoja intacta, tallo y raiz de
distintas especies de amaranto, sometidas a infeccion bacteriana avirulenta por
Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss). Box-plots de la abundancia de transcritos del gen
DUF3407 en (A) hoja dafada, (B) hoja intacta, (C) tallo y (D) raiz, medida en relacién al control
(Ct), y a diferentes tiempos (6,12 y 24 h) horas después del inicio del estrés. La comparacion
multiple de medias se realiz6 mediante la prueba estadistica Tukey—Kramer. Las distintas letras
representan diferencias significativas (P < 0.05, n = 4). Las lineas punteadas en azul y rojo
representan los limites arriba o debajo de los cuales este gen se indujo o reprimié por el estrés
aplicado, respectivamente.

La expresion relativa del gen DGR en hoja infectada (respuesta local) y distal (respuesta

sistémica), fue temprana, induciéndose sélo a las 6 h dpi, y de intensidad débil a
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moderada, en A. hypochondriacus (Fig. 12A, 12B). Un efecto idéntico se observo en tallo
y raiz de esta especie (Fig. 12C, 12D). A su vez, en A. caudatus, la induccion local y
sistémica en hojas se extendié hasta las 12 h dpi, mientras que en A. cruentus solo se
indujo a las 12 h dpi. En ésta Ultima, la respuesta local se vio posteriormente reprimida a
las 24 h dpi (Fig. 12A, 12B). La induccion de este gen en tallo de estas dos especies

también se retrasé hasta las 12 h dpi (Fig. 12C), mientras que se observaron cambios de
expresion en raiz (Fig. 12 D).
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Figura 12. Expresion relativa del gen DGR en hoja dafiada, hoja intacta, tallo y raiz de
distintas especies de amaranto, sometidas a infeccion bacteriana avirulenta por
Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss). Box-plots de la abundancia de transcritos del gen
DGR en (A) hoja dafiada, (B) hoja intacta, (C) tallo y (D) raiz, medida en relacién al control (Ct),
y a diferentes tiempos (6,12 y 24 h) horas después del inicio del estrés. La comparacion multiple
de medias se realiz6 mediante la prueba estadistica Tukey—Kramer. Las distintas letras
representan diferencias significativas (P < 0.05, n = 4). Las lineas punteadas en azul y rojo
representan los limites arriba o debajo de los cuales este gen se indujo o reprimié por el estrés
aplicado, respectivamente.
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El gen 3844 en hoja local mostro induccion en las tres especies. Esta fue mas clara en
A. hypochondriacus, especie en la cual se indujo en todos los tiempos de muestreo,
alcanzando un punto maximo a las 12 h con un valor de expresion ca. 9 x mas alto que
los controles. En las otras dos especies, la induccién local de este gen se mantuvo hasta
las 12 h dpi, en A. caudatus, mientras que en A. cruentus fue mas tardia, apareciendo
hasta las 12 h dpi y permaneciendo asi hasta las 24 h dpi. (Fig. 13A). Sin embargo, este
gen también se indujo en forma sistémica en esta Ultima especie, mientras que la las
otras dos permanecio sin cambio o fue reprimido (Fig. 13B). La induccion de este gen en
tallo de A. hypochondriacus también destacé por estar presente durante todo el tiempo
de muestreo, mientras que en las otras dos especies su induccion fue mas esporadica
(Fig. 13C). En raiz, el efecto de la infeccion por Pss fue completamente dependiente de
la especie: inducido débil y tardiamente en A. hypochondriacus, sin cambios en A.

cruentus, y completamente reprimido en A. caudatus (Fig. 13 D).
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Figura 13. Expresion relativa del gen 3844 en hoja dafada, hoja intacta, tallo y raiz de
distintas especies de amaranto, sometidas a infeccion bacteriana avirulenta por
Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss). Box-plots de la abundancia de transcritos del gen
3844 en (A) hoja dafada, (B) hoja intacta, (C) tallo y (D) raiz, medida en relacion al control (Ct),
y a diferentes tiempos (6,12 y 24 h) horas después del inicio del estrés. La comparacién mdltiple
de medias se realiz6 mediante la prueba estadistica Tukey—Kramer. Las distintas letras
representan diferencias significativas (P < 0.05, n = 4). Las lineas punteadas en azul y rojo
representan los limites arriba o debajo de los cuales este gen se indujo o reprimié por el estrés
aplicado, respectivamente.

El gen 3240 se indujo, tanto en forma local como sistémica, en hojas de A.
hypochondriacus, aunque ésta ultima sélo se indujo débil y temporalmente a las 12 h dpi,
en comparacion con la respuesta local que se mantuvo hasta las 24 h dpi. A su vez, A.
cruentus y A. caudatus difirieron por la falta de induccion de este gen a nivel local y
sistémico, respectivamente. En ambos casos la induccién fue temprana y desaparecio a
las 24 h dpi (Fig. 14A). En tallo, la induccion de este gen fue muy puntual, detectandose
sélo a tiempos tardios en A. hypochondriacus (i. e., 24 h dpi), intermedios en A. caudatus
(i.e., 12 h dpi) e intermedios y tardios en A. cruentus (12 y 24 h dpi). Los niveles mas
altos de detectaron en tallos de A. caudatus (Fig. 14C). Mientras tanto, la expresion de
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ese gen en raiz en respuesta a Pss volvidé a depender de la especie, ya que se indujo
s6lo temporalmente en A. hypochondriacus (i. e., alas 12 h dpi), permanecio sin cambios
en A. cruentus y fue totalmente reprimido en A. caudatus (Fig. 14 D). Es de resaltar que
todos los genes incluidos en este estudio, excepto DGR, se reprimieron por el estrés

aplicado en raices de A. caudatus, independientemente de su origen.
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Figura 14. Expresion relativa del gen 3240 en hoja dafiada, hoja intacta, tallo y raiz de
distintas especies de amaranto, sometidas a infeccion bacteriana avirulenta por
Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss). Box-plots de la abundancia de transcritos del gen
3240 en (A) hoja dafiada, (B) hoja intacta, (C) tallo y (D) raiz, medida en relacion al control (Ct),
y a diferentes tiempos (6,12 y 24 h) horas después del inicio del estrés. La comparacion maltiple
de medias se realiz6 mediante la prueba estadistica Tukey—Kramer. Las distintas letras
representan diferencias significativas (P < 0.05, n = 4). Las lineas punteadas en azul y rojo

representan los limites arriba o debajo de los cuales este gen se indujo o reprimid por el estrés
aplicado, respectivamente.
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6.3.4. Defoliacibn mecéanica

La expresion en hoja defoliada del gen DGR increment6 con la etapa de desarrollo de la
planta, manteniéndose apenas encima del umbral minimo de induccion en las etapas V1
y V2 para luego incrementar sus niveles ca. de 13 x por encima de los controles en la
etapa EP. Sin embargo, los niveles decayeron a valores similares a los registrados en V1
y V2 durante FL (Fig. 15). El patron de expresion de los genes ZnFinger y HFR en la hoja
de plantas defoliadas fue idéntico al mostrado por el gen DGR, excepto que los niveles
de expresién fueron mayores y se incrementaron gradualmente entre las etapas V1y EP
(Fig. 16 y 18). La expresion de los genes Zn Finger y HFR en la etapa EP fue ca. 25 x y
15 x mayores a la registrada en los controles, mientras que en FL se detectaron los
valores de expresion mas bajos. Un comportamiento similar al gen DGR también se
observo para el gen DUF3407, excepto que este gen no se indujo por encima de los

controles durante FL (Fig. 17).
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Figura 15. Expresion relativa del gen DGR en hojas de plantas de A. cruentus sometidas a
defoliacién severa. Box-plots de la abundancia de transcritos del gen DGR en hoja defoliada
(pérdida del 67% de su area foliar), medida en diferentes etapas de desarrollo: vegetativa 1 (V1),
vegetativa 2 (V2), emergencia de panoja (EP), y floracion (FL). La comparacion mdaltiple de
medias se realizé mediante la prueba estadistica Tukey—Kramer. Las distintas letras representan
diferencias significativas (P < 0.05, n =4). Las lineas punteadas en azul y rojo representan los
limites arriba o debajo de los cuales este gen se indujo o reprimié por el estrés aplicado,
respectivamente.
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Figura 16. Expresion relativa del gen Zn Finger en hojas de plantas de A. cruentus
sometidas a defoliacion severa. Box-plots de la abundancia de transcritos del gen Zn Finger
en hoja defoliada (pérdida del 67% de su area foliar), medida en diferentes etapas de desarrollo:
vegetativa 1 (V1), vegetativa 2 (V2), emergencia de panoja (EP), y floraciéon (FL). La comparacion
multiple de medias se realizé mediante la prueba estadistica Tukey—Kramer. Las distintas letras
representan diferencias significativas (P < 0.05, n =4). Las lineas punteadas en azul y rojo
representan los limites arriba o debajo de los cuales este gen se indujo o reprimid por el estrés
aplicado, respectivamente.
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Figura 17. Expresion relativa del gen DUF3407 en hojas de plantas de A. cruentus
sometidas a defoliacién severa. Box-plots de la abundancia de transcritos del gen DUF3407
en hoja defoliada (pérdida del 67% de su area foliar), medida en diferentes etapas de desarrollo:
vegetativa 1 (V1), vegetativa 2 (V2), emergencia de panoja (EP), y floracion (FL). La comparacion
multiple de medias se realiz6 mediante la prueba estadistica Tukey—Kramer. Las distintas letras
representan diferencias significativas (P < 0.05, n =4). Las lineas punteadas en azul y rojo

representan los limites arriba o debajo de los cuales este gen se indujo o reprimi6 por el estrés
aplicado, respectivamente
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Figura 18. Expresion relativa del gen HFR en hojas de plantas de A. cruentus sometidas a
defoliacion severa. Box-plots de la abundancia de transcritos del gen HFR en hoja defoliada
(pérdida del 67% de su area foliar), medida en diferentes etapas de desarrollo: vegetativa 1 (V1),
vegetativa 2 (V2), emergencia de panoja (EP), y floracion (FL). La comparacion mdltiple de
medias se realiz6 mediante la prueba estadistica Tukey—Kramer. Las distintas letras representan
diferencias significativas (P < 0.05, n =4). Las lineas punteadas en azul y rojo representan los

limites arriba o debajo de los cuales este gen se indujo o reprimié por el estrés aplicado,
respectivamente.

6.4 Cambios en la expresion de los genes de funcion desconocida en estrés abiotico.

El estrés abidtico ocasiond cambios en la expresion relativa de algunos genes de funcién
desconocida, mismos que, similar a lo observado en respuestas a estrés biotico, fueron
dependientes de la especie, tejido, duracién del estrés y tipo de estrés. La expresion del
gen HFR tendi6 a expresarse principalmente en tallo (Fig. 19B) y a reprimirse casi en su
totalidad en hojas (Fig. 19A). Las respuestas en tallo y raiz fueron muy débiles y aisladas
en A. hypochondriacus, aunque destaca la fuerte induccion de este gen en raiz (ca. 76 x
mayor a los controles) a los 9 dias después de tratamiento (ddt) (Fig. 19C). Este patron
contrasté con A. cruentus y A. caudatus, donde se registraron respuestas intensas y
constantes en estos Organos, especialmente en ésta Ultima. Para el gen ERD7
sobresalen su alta y constante induccion en tallo de A. caudatus (Fig. 20B) y hoja de A.
hypochondriacus Fig. 20A). También destacan los altos niveles de expresiéon detectados

en hoja de A. cruentus a los 4 ddt y la constante represion de este gen en hojas de A.
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caudatus (Fig. 20A). En forma similar, es relevante la tendencia general a la represion de
este gen en raiz (Fig. 20C), excepto por la eventual induccion débil en A.
hypochondriacus, a los 9 ddt. El gen Zn Finger fue préacticamente reprimido en hoja
durante la duracion del experimento en todas las especies (Fig. 21A). Mostré una débil
induccion en tallos de A. hypochondriacus y A. cruentus a los 7 ddt (Fig. 21B), mientras
qgue fue inducido fuertemente en raices de A. caudatus (Fig. 21C), sobre todo a los 7 ddt

(ca. 120 x superior a los controles) a diferencia de la esporadica induccion observada en
las otras dos especies.
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Figura 19. Expresion relativa del gen HFR en hoja, tallo y raiz de distintas especies de
amaranto, sometidas a alta salinidad. Box-plots de la abundancia de transcritos del gen HFR
en (A) hoja, (B) tallo y (C) raiz, medido en los dias control (Ct), cuatro, siete y nueve dias
posteriores al estrés (4, 7 y 9 d). La comparacion multiple de medias se realiz6 mediante la
prueba estadistica Tukey—Kramer. Las distintas letras representan diferencias significativas (P <
0.05, n = 4). Las lineas punteadas en azul y rojo representan los limites arriba o debajo de los

cuales este gen se indujo o reprimié por el estrés aplicado, respectivamente.
)



(A) A. cruentus A. hypochondriacus A. caudatus

15~ a
-+
10 -
b ;
5- b B3
\ b —
—
O_\-:°::::::'d' N\=-IooIoi: N
(B) g
15 - ot
5 a
3 =
N i b
10
g e
« °
&
S 5-
e ;
o
. R N IR e
L - e T e m \m8m
0- ' i '
© =
2.0- =
1 R S U O U O N A
a b

c T EEe T
= ——
ét éll 7 9 Ct 4‘1 I7 I9 ct 4 7 9
'CIE4E|7‘9
Dias

Figura 20. Expresion relativa del gen ERD7 en hoja, tallo y raiz de distintas especies de
amaranto, sometidas a alta salinidad. Box-plots de la abundancia de transcritos del gen ERD7
en (A) hoja, (B) tallo y (C) raiz, medido en los dias control (Ct), cuatro, siete y nueve dias
posteriores al estrés (4, 7 y 9 d). La comparacion multiple de medias se realizé mediante la
prueba estadistica Tukey—Kramer. Las distintas letras representan diferencias significativas (P <
0.05, n = 4). Las lineas punteadas en azul y rojo representan los limites arriba o debajo de los
cuales este gen se indujo o reprimié por el estrés aplicado, respectivamente.
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Figura 21. Expresion relativa del gen Zn Finger en hoja, tallo y raiz de distintas especies de
amaranto, sometidas a alta salinidad. Box-plots de la abundancia de transcritos del gen Zn Finger
en (A) hoja, (B) tallo y (C) raiz, medido en los dias control (Ct), cuatro, siete y nueve dias
posteriores al estrés (4, 7 y 9 d). La comparacion multiple de medias se realizé mediante la
prueba estadistica Tukey—Kramer. Las distintas letras representan diferencias significativas (P <
0.05, n = 4). Las lineas punteadas en azul y rojo representan los limites arriba o debajo de los
cuales este gen se indujo o reprimié por el estrés aplicado, respectivamente.
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Excepto por una débil induccién del gen DGR a los 9 ddt, se observo una represion total
este gen en hojas de en las tres especies (Fig. 22A). La expresion de este gen en talloy
raiz, ausente en A. hypochondriacus e inducida aisladamente en A. cruentus, mostré
niveles de induccion fuertes y constantes a lo largo del tratamiento en A. caudatus, sobre

todo en raiz a los 7 ddt (ca. 35 x més altos que los controles) (Fig. 22B, 22C).

Los cambios en la abundancia relativa del gen DUF3407 en respuesta a alta salinidad
ocurrieron principalmente en A. caudatus, especie en la cual se observo una represion
completa en la hoja (Fig. 23 A), que contrasto con la induccion a niveles medianos a altos
en tallo (23B). En contraste, este gen permanecié sin cambios en la raiz de las tres

especies (Fig. 23C).

Se detecto una expresion alta de este gen a los 7 ddt, de ca. 35 x mayor a los controles
(Fig. 23B, 23C). A su vez, la expresion de este gen en raiz de A. cruentus fue un evento

aislado, ya que solo se observo una leve induccion a los 7 ddt (Fig. 23C).

El gen 3240 se indujo sobre todo en tallos y raices de A. cruentus y A. caudatus, y en
tiempos tardios del tratamiento. Los efectos mas intensos se detectaron en A. caudatus,
donde la expresion de este gen en tallos y raiz alcanzé ca. 18 x y 14 x niveles mas altos
gue los controles a los 7ddt (Fig. 24B, 24C). Sin embargo, la expresion mas fuerte en raiz
se detecto aisladamente en A. hypochondriacus a los 7 ddt, tiempo en que los niveles de
expresion fueron ca. 100 x mas altos que los controles (Fig. 23C), mientras que la
expresion de este gen en hoja so6lo se detectd en A. cruentus, sobre todo a tiempos
tempranos, i.e., 4 ddt, tiempo en el cual alcanz6 niveles de acumulacion de transcritos

ca. 14 x mas altos que los controles (Fig. 24A).
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Figura 22. Expresion relativa del gen DGR en hoja, tallo y raiz de distintas especies de
amaranto, sometidas a alta salinidad. Box-plots de la abundancia de transcritos del gen DGR en
(A) hoja, (B) tallo y (C) raiz, medido en los dias control (Ct), cuatro, siete y nueve dias posteriores
al estrés (4, 7y 9 d). La comparacion multiple de medias se realizé mediante la prueba estadistica
Tukey—Kramer. Las distintas letras representan diferencias significativas (P < 0.05, n = 4). Las
lineas punteadas en azul y rojo representan los limites arriba o debajo de los cuales este gen se
indujo o reprimié por el estrés aplicado, respectivamente.
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Figura 23. Expresidn relativa del gen DUF 3407 en hoja, tallo y raiz de distintas especies de
amaranto, sometidas a alta salinidad. Box-plots de la abundancia de transcritos del gen DUF
3407 en (A) hoja, (B) tallo y (C) raiz, medido en los dias control (Ct), cuatro, siete y nueve dias
posteriores al estrés (4, 7y 9 d). La comparacién multiple de medias se realizé6 mediante la prueba
estadistica Tukey—Kramer. Las distintas letras representan diferencias significativas (P < 0.05, n
= 4). Las lineas punteadas en azul y rojo representan los limites arriba o debajo de los cuales
este gen se indujo o reprimid por el estrés aplicado, respectivamente.
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Figura 24. Expresion relativa del gen 3240 en hoja, tallo y raiz de distintas especies de
amaranto, sometidas a alta salinidad. Box-plots de la abundancia de transcritos del gen 3240
en (A) hoja, (B) tallo y (C) raiz, medido en los dias control (Ct), cuatro, siete y nueve dias
posteriores al estrés (4, 7 y 9 d). La comparacion multiple de medias se realizé mediante la
prueba estadistica Tukey—Kramer. Las distintas letras representan diferencias significativas (P <
0.05, n = 4). Las lineas punteadas en azul y rojo representan los limites arriba o debajo de los
cuales este gen se indujo o reprimié por el estrés aplicado, respectivamente.

La expresion del gen 3844 en respuesta a alta salinidad mostré ser, también, dependiente
de la especie, ya que se indujo en forma ascendente en A. hypochondriacus, alcanzando
niveles de expresion ca. 13 x mas altos que los controles los 9 ddt, permanecid sin
cambios en A. cruentus y se reprimio totalmente en A. caudatus (Fig. 25A). En contraste,
la induccién de este gen en tallo y raiz en respuesta a alta salinidad fue casi constante y
de mediana intensidad en esta Ultima especie, mientras que en A. hypochondriacus y A.

cruentus, la expresiéon del gen 3844 fue débil y esporadica (Fig. 25B, 25C). Finalmente,
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los cambios de expresion del gen 2880 en respuesta a alta salinidad se presentaron casi
exclusivamente en A. caudatus, donde esta condicion de estrés reprimio uniformemente
la expresion de este gen en hoja (Fig. 26A), mientras que en tallo y raiz ocurri6 todo lo
contrario, ya que la expresién fue constante, llegando a valores de expresion maximos
en ambos 6rganos a los 9 ddt (Fig. 26B, 26C). A su vez, este estrés indujo la expresion
de este gen en hoja, tardia y débil en A. hypochondriacus (i.e., a los 9 ddt) y temprana e
intensa en A. cruentus (i.e., a los 4 ddt). En estas especies también se observé una
represion temprana del gen, a los 4 y 7 ddt, seguida de una fuerte induccién a los 9 ddt,

en raices de A. hypochondriacus, y una débil y tardia induccién, a los 9 ddt, en tallo y raiz
de A. cruentus (Fig. 26B, 26C).
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Figura 25. Expresion relativa del gen 3844 en hoja, tallo y raiz de distintas especies de
amaranto, sometidas a alta salinidad. Box-plots de la abundancia de transcritos del gen 3844
en (A) hoja, (B) tallo y (C) raiz, medido en los dias control (Ct), cuatro, siete y nueve dias
posteriores al estrés (4, 7 y 9 d). La comparacion multiple de medias se realiz6 mediante la
prueba estadistica Tukey—Kramer. Las distintas letras representan diferencias significativas (P <
0.05, n = 4). Las lineas punteadas en azul y rojo representan los limites arriba o debajo de los
cuales este gen se indujo o reprimié por el estrés aplicado, respectivamente.
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Figura 26. Expresion relativa del gen 2880 en hoja, tallo y raiz de distintas especies de
amaranto, sometidas a alta salinidad. Box-plots de la abundancia de transcritos del gen 2880
en (A) hoja, (B) tallo y (C) raiz, medido en los dias control (Ct), cuatro, siete y nueve dias
posteriores al estrés (4, 7 y 9 d). La comparacién multiple de medias se realiz6 mediante la
prueba estadistica Tukey—Kramer. Las distintas letras representan diferencias significativas (P <
0.05, n = 4). Las lineas punteadas en azul y rojo representan los limites arriba o debajo de los
cuales este gen se indujo o reprimié por el estrés aplicado, respectivamente.
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VIIl. DISCUSION

El amaranto de grano es una planta que posee caracteristicas agronémicas deseables;
ademds, se ha observado que presenta una tolerancia sobresaliente a diferentes
condiciones de estrés (Huerta et al.,, 2009), Estudios anteriores han mostrado que el
amaranto de grano tiene una mayor tolerancia a la deficiencia de agua en comparacion
con plantas como maiz, trigo y sorgo (Espitia Rangel et al., 2012). Otro trabajo, report6
gue existe una mayor tolerancia a la salinidad en las especies A. hypochondriacus y A.
cruentus, ya que en el experimento toleraron una concentracion de 200 mM de cloruro
de sodio (NaCl). En este estudio se sugirid que esta propiedad se debe a que las hojas
son mas gruesas y tienen una menor apertura estomatal (Omami et al., 2006). Ademas,
se ha visto que es sumamente tolerante a la herbivoria. Aunque hay poca informacion
acerca de las bases bioquimicas y/ o moleculares de esta tolerancia, se han reportado
diversas respuestas de defensa a insectos herbivoros y, también, por efecto de la
aplicacion exdgena de jasmonatos (Délano Frier et al., 2004). De igual forma, en
experimentos realizados en campo, se ha observado que la defoliacion mecéanica de A.
hypochondriacus incrementa la produccion de la semilla (Martinez Moreno et al., 1999) y
gue plantas de A. cruentus mostraron una significativa tolerancia a la defoliacion severa
(Vargas-Ortiz et al., 2013).

En un estudio previo en la cual se evaluaron las respuestas en amaranto de grano a
infecciones producidas por patdgenos bacterianos, se encontrd que existe una diferencia
altamente dependiente de la especie; por ejemplo A. cruentus fue mas resistente que A.
hypochondriacus (Casarrubias-Castillo et al., 2014). Desde un enfoque filogenético A.
hybridus mostré ser muy diverso genéticamente y se considera que es el ancestro comun
de las especies de grano. Al parecer, dentro de las especies de amaranto de grano, A.
caudatus y A. hypochondriacus estdn mas estrechamente relacionados entre si en

comparacion con A. cruentus (Kietlinski et al., 2013).

En un andlisis transcriptomico realizado en amaranto de grano, se encontraron genes
expresados diferencialmente en respuesta a varias condiciones adversas; algunos se
indujeron en mas de una condicién de estrés, incluyendo genes de funcion desconocida

(Délano-Frier et al., 2011). Sobre la base de esta informacion, en este estudio se enfoco

58



en el analisis de ocho genes de funcion desconocida (i. e., HFR, 2880, ERD7, Zn Finger,
3844, 3240, DUF3407 y DGR), que mostraron patrones de expresion significativos en
diferentes tejidos, especies de amaranto, etapas de desarrollo y condiciones de estrés.
Estos resultados sugieren que los genes estudiados podrian participar de alguna manera,
en la regulacién de respuestas 0 mecanismos novedosos capaces de otorgar una mayor

tolerancia ante el estrés.

7.1 Gen HFR

El producto proteico del gen HFR presenta ortélogos en trigo y amaranto. Anteriormente,
se ha reportado que participa en procesos de regulacion positiva en respuesta a estrés
bidtico y abiotico. Entre los estimulos que se ha encontrado que activan su expresion
estan la herbivoria por insectos masticadores y chupadores, infeccién por patdgenos,
infestacion por nematodos, la sequia, el frio y altas concentraciones de sal,
respectivamente (Van Damme et al., 2008). También, se ha propuesto que desempefian
un papel en la defensa contra atacantes de plantas expresandose principalmente en
tejidos como hojas, raices y flores. Ademas, se ha visto que las plantas pueden utilizarlas
como proteinas de reserva para el crecimiento y desarrollo (Vandenborre et al., 2011).
En un estudio con plantas de trigo sometidas a estrés por herbivoria, se observé un
aumento significativo en la expresion de esta proteina (Puthoff et al., 2005).
Investigaciones recientes sugieren que la actividad de HFR puede deberse a un dominio
aglutinina que tiene la capacidad de realizar una reaccidon antigeno-anticuerpo con alguna
proteina o metabolito del herbivoro. En nuestro estudio, las tres especies de amaranto
de grano (A. hypochondriacus, A. caudatus y A. cruentus) incrementaron
significativamente los niveles de expresion del gen HFR aumentaron en respuesta al
herbivoro Trichoplusia ni. La respuesta fue intensa, principalmente en A. cruentus, cuya
expresion relativa fue hasta 462 veces mas alta que los controles en la hoja dafiada, o
respuesta local (Fig.1A). A nivel sistémico también hubo un efecto significativo, aunque
su expresion se reprimié en A. caudatus (Fig. 1B). La defoliacién severa en amaranto de
grano de la especie A. cruentus se correlaciondé con el efecto causado por herbivoria, en
parte porque la induccién del gen HFR indujo su expresién gradualmente durante las

etapas vegetativas (1 y 2) y en EP. Sin embargo, interesantemente al llegar la etapa de
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floracion disminuy6 su expresion, a valores muy cercanos a la unidad o al limite de
represion (Fig. 18). En forma similar, la expresion relativa del gen HFR en las tres
especies de amaranto de grano bajo estrés salino aumento significativamente en tallo y
la raiz. Un efecto interesante observado en el tallo de A. cruentus, fue que el incremento
fue gradual hasta los nueve dias; en cambio, en A. hypochondriacus hubo una induccién
del gen a niveles constantes durante la duracion del experimento. Estos resultados
pueden sugerir que HFR no esté involucrado en procesos de recuperacion por estrés
salino en esta especie. Por otro lado, en A. caudatus, el maximo nivel de expresién ocurrio
hasta los nueve dias, pudiendo sugerir que en esta especie el mecanismo de
recuperacion en el que esta involucrado HFR es tardio ya que se ha visto que esta
especie tiende a activar su maquinaria primeramente en respuesta a estrés por sequia 'y
posteriormente a estrés salino (Fig.19C). Al evaluar la raiz, para la misma condicion de
estrés, se observd que en los primeros siete dias no fue detectada una induccién
marcada: Sin embargo, en el dia nueve, la expresion fue mayor. La misma tendencia se
presentd en las tres especies. De algun modo esta era la respuesta no era la esperada,
considerando que la respuesta al estrés salino en raiz es una funcion conservada en
plantas, y que debe activarse rapidamente, ya que es el 6rgano expuesto directamente

al estrés desde su inicio (Fig.19D).

En la infeccidn con patdgenos bacterianos, la resistencia en la planta puede presentarse
de manera local o distal (Summermatter et al., 1995). En nuestro estudio, las plantas de
las tres especies también fueron expuestas a infeccion por Pss. Se detectaron niveles de
HFR por encima del umbral de expresién principalmente en la raiz de A.
hypochondriacus, a diferencia de las en las otras 2 especies, donde este gen fue
reprimido (Fig. 12D). Aunque se esperaba que existiera una mayor expresion en la hoja
infectada, los datos sugieren que existe una posible respuesta en la raiz que involucra a
este gen, pero desconocemos la funcion contra Pss que pudiera tener en este érgano.

Como se reportd en un trabajo realizado por Baysal et al., 2003, Cmm es un patégeno
gue amenaza constantemente a los cultivos de tomate, principalmente en invernadero,
causando infecciones vasculares, marchitez, clorosis, y con frecuencia, la muerte. En
este trabajo se analiz6 si alguno de los genes de funcién desconocida elegidos, incluido

el HFR, podia estar involucrado en la defensa este tipo estrés. Al igual que Pss los
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cambios en los niveles de expresion también se dieron basicamente en raiz, pero en este

caso en A. cruentus; mientras los otros tejidos no mostraron modificaciones (Fig.5D).

7.2 Gen DGR

La proteina DGR pertenece a la familia DUF642 altamente conservada de plantas y
probablemente esté involucrada en procesos de desarrollo (Zufiga & Gamboa de Buen,
2012). Las proteinas pertenecientes a esta familia incluida DGR, presentan un dominio
altamente conservado al que aun no se le ha asignado una funcién. Sin embargo, en
andlisis comparativos a nivel de secuencias proteicas se ha visto que tiene una gran
similitud con proteinas que contienen motivos de unién a galactosa. Algo que caracteriza
a las proteinas pertenecientes a esta familia es un péptido sefial en la regién N-terminal
gue puede sugerir una posible localizacion en el sistema endo membranal o en la pared
celular (Zufiga & Gamboa de Buen, 2012). Un estudio reciente mostré que la
sobreexpresion de Ah-DGR2 en Arabidopsis provoca hipersensibilidad a ABA, NaCl y

altera la estructura de la pared celular (Palmeros-Suarez et al., 2016).

En este trabajo se sometieron plantas de amaranto de grano a condiciones de estrés
salino para evaluar un posible papel del gen DGR y se encontrd que se induce en tallo y
raiz de la especie A. caudatus principalmente. Cuando este gen se evalud en estrés por
herbivoria, se observo que la respuesta local en hojas de A. cruentus mostré una
tendencia a incrementar gradualmente con el tiempo de estrés. De igual forma, la
respuesta sistémica se indujo en plantas de A. caudatus. Estos datos sugieren que A.
caudatus y A. cruentus presentan una respuesta temprana de este gen ante la herbivoria.
Como era de esperarse, el gen DGR presenté un mayor nivel de expresion a nivel local.
Ademas, en la defoliacibn mecanica, se observo una induccién intensa de este gen
durante la etapa EP en A. cruentus (Fig. 15). En la infeccion por Pss, se observé que a
las 12 h el nivel de expresion fue mayor en la hoja local, hoja sistémica y tallo para la
especie A. cruentus, mientras que A. hypochondriacus y A. caudatus presentaron un
patron similar de expresion a las 6 h en hoja sistémica. Estas diferencias en la expresiéon
entre especies dan un posible indicio acerca del mecanismo que desencadena el
patégeno, siendo A. hypochondriacus y A. caudatus capaces de responder en zonas
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cercanas a la infeccion y en A. cruentus el gen DGR se induce tardiamente pero en la
zona afectada.

La expresion relativa del gen DGR en plantas infectadas por Cmm, no mostré valores tan
altos en las distintas especies. Posiblemente no se vieron niveles altos de expresion
porque no esta directamente involucrado en la respuesta a un patdégeno como C.
michiganensis. Estos resultados coinciden con otros reportes que muestran la induccion
de genes pertenecientes a la familia DUF642 cuando plantas de Arabidopsis eran
sometidos a estrés por patdégenos, como P. syringae (Kreps et al., 2002).

7.3 Gen DUF3407

El gen DUF3407 pertenece a la familia de genes de funcion desconocida. La proteina
predicha por la region codificante del gen tiene una masa molecular de 42 kDa. En A.
thaliana se ha encontrado un ortélogo que codifica para una proteina de unién a cobalto,
el cual puede estar involucrado en el transporte de este metal, a través de la membrana
celular. Este gen fue elegido para medir los niveles de expresion principalmente en estrés
salino ya que es posible que esté actuando como un transportador de metales como el
sodio y cobalto. Los resultados mostraron que el gen DUF3407 incrementa sus niveles
de expresion en el tallo, particularmente en la especie A. caudatus y se correlaciona con
la idea de que el tallo es una de las estructuras involucradas en el transporte de sales

durante el estrés.

Cuando el gen fue evaluado en plantas de amaranto expuestas a un herbivoro, los niveles
de expresion se mantuvieron por debajo del umbral o cercanos a la unidad en las
diferentes especies de amaranto. Con esto se deduce que el gen no esté involucrado en
la respuesta al herbivoro. En contraste, en la defoliacion por dafio mecéanico se
incrementaron los valores de expresion de este gen en la etapa vegetativa (1 y 2),
mientras que su expresion se presentd mayormente en la emergencia de panoja
disminuyendo subsiguientemente en la etapa de floracion (Fig. 17). Durante el estrés
causado por Pss, se observo la induccion de la respuesta local en A. hypochondriacus,
la cual se mantuvo a medida que transcurrieron las horas de estrés. Esto puede sugerir
gue la planta tiende a inducir el gen en el tejido infectado, aunque lo realiza mediante un
mecanismo gradual que va en incremento. Contrariamente, los niveles de expresiéon de
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este gen en plantas infectadas por Cmm se mantuvieron por debajo del umbral de
expresion, en los diferentes tejidos y especies de amaranto, lo que sugiere que es inhibido

por este patégeno durante su proceso de infeccion.

7.4 Gen ERD7

El producto del gen ERD7 presente en amaranto de grano tiene una masa molecular de
24 kDa 'y se encuentra un ortélogo en A. thaliana predicho para funcionar en la respuesta
temprana ante la deshidratacién. Reportes previos muestran que este gen respondié a la
acumulacién de ABA cuando plantas de A. thaliana fueron sometidas a estrés por
deshidratacion y los maximos niveles de expresion de este ortélogo se alcanzaron
después de 10 h de estrés (Kiyosue et al., 1994). En este trabajo, se encontré que el gen
ERD7 se induce significativamente en condiciones de estrés salino en hoja de A.
hypochondriacus y también en el tallo de A. caudatus (Fig. 20). Sin embargo, este gen se
induj6 gradualmente a través del tiempo en la hoja local de A. cruentus y A.
hypochondriacus en respuesta a la infeccion por Pss, hasta alcanzar altos valores en A.
hypochondriacus a las 24 h dpi. Por lo tanto, se sugiere que este gen podria tener un

papel de tolerancia al estrés biotico o abidtico.

7.5 Gen Zn Finger

El producto del gen Zn Finger tiene una masa molecular de 30 kDa y no se encontré un
ortélogo en A. thaliana. EI motivo dedos de zinc se encuentra formado por cuatro cisteinas
gue coordinan atomos de zinc. Este motivo lo presentan proteinas que tienen union a
DNA como algunos factores de transcripcion y enzimas remodeladoras de la cromatina,
entre otras (Altschul et al., 2006). De igual manera, este gen indujo sus niveles de
expresion en respuesta a la defoliacion a lo largo del desarrollo, incrementandose
mayormente en la etapa EP (Fig. 16). Ademas, en estrés salino el gen se indujo
mayormente en el tallo y la raiz de A. caudatus. Por lo que este gen también podria

contribuir en la tolerancia o resistencia ante el estrés bi6tico o abibético.
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7.6 Genes 2880, 3240 y 3844.

Existen otros genes sin homologia en otras especies pero que producen proteinas que
pueden ser novedosas y que aun no se ha determinado su funcion en amaranto. Estos
genes podrian revelar mecanismos, quizas novedosos, asociados al estrés bidtico y
abidtico, que confieren una ventaja en la adaptacién de las plantas que lo tienen. Por
ejemplo, el gen 2880 con una masa molecular predicha de 18.4 kDa indujo su expresion
en la hoja local de todas las especies expuestas a la infeccidén por Pss. Se observo que
sus niveles de expresion también se incrementaron en respuesta a alta salinidad, pero
principalmente en tallo y raiz de A. caudatus. El gen 3240 con una masa molecular
predicha de 11.2 kDa se mostré inducido en las condiciones de herbivoria principalmente
en la hoja local de la especie A. cruentus (Fig.4). Durante la salinidad, también mostro
cambios, mayormente en la hoja de A. cruentus y el tallo y la raiz de A. caudatus (Fig.24),
mientras que en la infeccion virulenta con Cmm, sélo se observé induccion en la raiz de
A. hypochondriacus (Fig. 7) y en la infeccion avirulenta por Pss se present6 en la hoja
local de la especie de A. hypochondriacus y A. caudatus, mientras que la respuesta
sistémica se indujo unicamente en A. cruentus (Fig. 14). Y, por ultimo, el gen 3844 con
una masa molecular predicha 13.5 kDa, se indujo significativamente en forma local y
sistémica de la especie de A. cruentus al ser sometidas a estrés por herbivoria (Fig.3).
En la infeccion por Pss, el gen se indujo en la hoja local para las tres especies y a nivel
de respuesta sistémica, solo se mostro este aumento en A. cruentus (Fig. 13). Este gen
se indujo en respuesta a alta salinidad principalmente en la hoja de A. hypochondriacus

y el tallo de A. caudatus (Fig.25).
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VIII. CONCLUSIONES

> La expresion relativa de los genes estudiados varié dependiendo de la especie y

del tratamiento, tejido y etapa de desarrollo.

> Las especies A. hypochondriacus y A. cruentus presentaron un patrén de
expresion similar, diferente al de A. caudatus.

» El gen Ah-HFR podria tener una funcion en la defensa comun contra insectos
masticadores y chupadores, ademas de patdgenos. También podria estar

involucrado en la resistencia de amaranto a alta salinidad.

» Ah-ERD7 podria estar involucrado en la tolerancia al estrés abiético (salinidad), en

tallo y raiz.

» El gen Ah-ZnFinger podria estar involucrado en la defensa al estrés por defoliacion

severa.

» Los genes Ah-2880, Ah-3844, Ah-3240, son genes huérfanos, que podrian revelar

mecanismos novedosos de tolerancia al estrés biotico y abiotico.
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IX. PERSPECTIVAS

>

>

L)

L)

L)

*,

Seleccionar las lineas homocigotas para la fusion pAh-Hfr::GUS-GFP y p35S::Ah-
2880-GUS en plantas de A. thaliana.

Determinar el sitio de expresion de la fusién pAh-Hfr::GUS-GFP en condiciones de

estrés bidtico y abidtico en plantas de A. thaliana.

Determinar la localizacion de la fusién p35S::Ah-2880-GUS en condiciones de
estrés bidtico y abidtico en plantas de A. thaliana.

Obtener sobreexpresantes del gen Ah-2880 en plantas de A. thaliana y la

tolerancia al estrés bidtico y abidtico en estas plantas.

Estudiar el comportamiento que presenta la region promotora Ah-Hfr a los

diferentes tipos de estrés.
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Xl. ANEXOS

Anexo A: Mapa del vector binario pBl121 empleado para la transformacion
de Agrobacterium tumefaciens GV2260.
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(1395) PaeR7I - PspXI - Xhol

Anexo B: Mapa del vector de clonacion Topo8

(2129) Peil NspI (2123)
(2027) DrdI BspQI - SapI (2246)

(19321) Bl:iVIl

rrnB T2 terminator

ACID (2439)
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Anexo C: Mapa del vector binario Pfast-G04 empleado para la transformacion
de Agrobacterium tumefaciens GV2260.
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XIl. APENDICES

APENDICE 1. Caracteristicas de los oligonucéotidos utilizados en este trabajo para la
cuantificacion de la expresion por gRT-PCR. NE (No Encontrada).

Gen Secuencia Tm(°C) | Longitud | AG dimero AG
(5'-3) (pb) (kcal/mol) | Lazo/asa
(kcal/mol)
DGR AGTGATTCGACCATCCAACC 63.8 20 -3.1 -0.4
TGCGACTTCTCTACCCTCCT 62.9 20 NE NE
2880 TCCGATTGACTCTTGTGGTG 63.8 20 NE NE
GCTTGATGGTGTTTAGGATGGC 66.5 22 NE NE
ERD7 GCAACACATGAAGGGATGG 64.1 19 2.3 -0.5
TGGGACTTGTATTCAGCAGC 62.8 20 NE NE
Hfr GCCCAGGATAACAACCCTA 61.3 19 -1.3 -1.3
AACATCAAGGGAAACAAGGC 62.8 20 NE NE
ZnFinger GCTTAGATTTCCTGGACTTGCG 65.8 22 -1.3 NE
TTCCCGTGTTCACTTTCGGT 66.6 20 2.4 2.4
DUF3407 CTGGACGAGATATGCCGAA 63.8 19 -0.5 NE
CAGCAGATAGGTTCCACGACT 63.2 21 NE NE
3844 TCTACTATGGTGGCAGAAATGC 62.9 22 2.0 2.0
GATCCTCATCACATGGCAA 62.2 19 2.3 -0.5
3240 GAGCCTCAGAAGTACTCGCC 63.1 20 -4.5 -1.0
ACGAGGTTGCTATATCCCACG 64.9 21 -0.5 NE
Actina CGTGACCTGACTGATTACCTTA 60.6 22 0.0 NE
GCTCGTAGTTCTTCTCAATGGC 64.0 22 NE NE
B-Tubulina | TCTCAGCAGTATGTCTCCCTCA 63.9 22 NE NE
TCTACTTCTTTGGTGCTCATCTT 60.9 23 NE NE

APENDICE 2. Caracteristicas de los oligonucléotidos utilizados para el disefio de las

Sentido

Directo
Promotor
HFR
Reverso
Promotor
HFR
Directo
Gen 2880
Reverso
Gen 2880

construcciones.

Secuencia (5°—3’)

Tm
(°C)

TATGTGCATCGTACGGTTATTATCTAGTTAATAATAATATAGAACAC 68.9

TATTCGCTCACTTATTGTTTATGGGGGCTAGTCATATAAT

GGGAAGGGTCTAGAATGGATTCTCGCCGATCAACTT

GGAGCCCGGGAACCTTCAACGCCAACTGATCT

72.9

79.8
83.2

Longitud
(bp)
47

40

36
32

%GC

27.7

35.0

50%
59.4%
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APENDICE 3. Secuencias y determinacion in silico de la region codificante para los genes evaluados en este estudio. Se muestra el
resultado de la comparacion contra Beta vulgaris y Arabidopsis thaliana.

Gen DGR | Isotig: 06719 | 1104 pb

ATGGTCGTGTCTTTTGGTGTTGTTGATGGTCGACTATTTGTGCTGAGGTGTTAGCTTTGATGAAGTGTCTCTGTTATGGTGTTATGGTGGCTGTTTGGGGTTGC
CACTGTTCAGTGGGGTAGGGTGTTCGATTGGTTGCTGTGGAGATTGGTGTTGCTGTGTATGGGTCACTTTGAACTGGGTATGTAGCTTTGAACCTTGGTGCAG
TCATCAGAGGGCGTGTTTTGTTAGGGCTGTTTTAATGGTGTTATTTCTGGAGGAATCTTCGGAGGCCCGACTTTAATTCCGGTTTCTTGAGATTTGGTGTTTTTG
GCCTTCGATTTGGCCGTGGTGTCTGTTTTGGTAATAGCGGGAGCAGCTCTTTCCTTACGAAGATGGGGTTTTCATCCCTTGGTGATTGGTTTAAATGTTTTTTCG
TGGAGAAAAGCAACCTTGGAGGTCCAAGTTGGTGTGTATGAAGAGAAAACGTGGTGGTGAATGGTGGTGCTTGACTACCCTTAATTTTGGTGTGAAAGGACGA
TGGTCGTGCTGGTTAAGTATTCTCGTGATTGGAGTTGATGTTTATCCTCCCTGATAGTGTTTGAGATACGAGTTGATAGGGTGTTGGGGGACGGAGTCTCTCTT
GACGTGGTGGTGTTGAGAGTTTTGTGTTAAGTTGCAAGGAAGGTGGTTGGTTGTGAGGGTGGCGCAGAATACAGCGGGACTTTTGGTGTGCTAAAGGAATGA
CGTTCATGGTGTTGCTATTGCTAGCTTTTCTTTCTAGCTTTTAGTGTATTAGGTCTTTCCGTCTGTTTTATCGGAAATTGTTTTGGTGATGCATAGTCCACTCCTA
TGCTGTTTCTGAGTGGCCTGAGTCTTGGCCTCCTCTTCCGATGGCTTTTTTCCTCTCGAGGTTTTTTTATGCCGGAGGTTTTGGGGCTCCCAAGTCTCAGTGTT
GGTGTTGTTTCCTTTCGGTCCTTATTAATATATTATTCCAAATTTTCTTGAGACGACTCAAACAAGAGCCCACATGACTATATTTTAACTTATAGATTAAAGGTAAA
ATAAAAATTAAGAGTGATGAGTGAATAGAGCCAAAAAAATTGGACATTTAGGCTGAATAGGAGGTAGTATTATTTAATCTTATTTTTTATGTATTTATTTATCTTTA
TTTATTATTTAACGATTACGTTTGGGTGATAAGATTCAGGCTTGTGAAGTTAGCGTTTGCCTCACTTAGTCTTATTCTTTAATTAGCGGGAACTACTCATGATCTT
TCTCGAGTTGAGGGACTCATTGGCCGCACTCTCCTTTATGGGTATGAGTTGTCGTCGTTCTTCTCTCTTCAGACCCTACTCATAGTTTTATGAGCGGGATACAC
TAGGTAAGATGATGATGATGATCTATACATATTTAAGGCTAGGTATAAAAACAATGGATAATTAAATGGAATTAAAACTAGAAGTTGTTCAATGGGTCGGACGCC
CATTTTGAGCCTTAATTTAGCCTGTTTTCTGAAGGGCTTTGTAAGGGGCATGCTGAAAATGAACAGTCGAAAACGGGCTATACTGTAGTTAAAATGAAGCAGGC
TATAAAAGGGCTAAATAAGGGCCGAAAACGAACCTTTGTAACTAGCATACTTAATGTATAGTTTAAAAATTATAAATGATAATATCCATGGAATTATTTATATTTTT
TCAATTTATTTATTATAAATTGATAAATGGGAATTAAAATAATTTATAGTAGTAAAAATAGTTGGGTTGGACCAGGTCGGACTTTTTAAAGCCCGACCTATTTTAAA
CCCATATTAATTATATAGGGCCCTTATCCGATCCGGCACATATTTACCTAAGCTCAAACCATGCCTTATCCGATCCATTCAACAACTCTGTTAACACATAGGTTG
ATGGAGATTTATGTGTATTCAGCTCATAAAGGAAAATAAAATTAGAAAATCAGGCAGGACAAGTATAATATTAGTACCCCACTCCCCCAACCTTAAGTACCTTCC
ACGTGATGAGTTTGTGATAAAGAAAAAAAGAATGGCAAAAATGGTTATTTTGATTGAATTATAGGGGCCTCATTGGCGGTGGGCATGCATATAAGGCATCCCAC
ACTACCTTCAACTTCCTACTTAACTCCTTCATTCCTTCACTTCACACTTCACCCCAAGACAAATTTGCAATTCTCATTTTCATGTACACTCTCACTTTTTAAACTTT
GTAATTTAAGTTATATTAATATTAATTGTTTGTTTCTCCTGAAAATAAAGTGTCAAABRTGAGGATGGCTAATCTCATTCTCTTGTCGGTGCTTCTACTTCTTGCCAT
TTGCCACTCTATTTCTGCCTTCACTGATGGTTTATTACCGAATGGTGACTTTGAGAAAGCGCCAAGGCCATCAGACTTGAAGGGAACAGAGCTGACTAACAGGC
ATGGGTTACCAAACTGGGAAGTATCTGGGTTTGTAGAGTACATTGAATCCGGCCATAAGCAAGGGGACATGTTGCTAGTAGTCCCGGAAGGAGCTTATGCAGT
GAGGCTAGGAAACGAGGCCTCGATCAAGCAAAGTGTGCCCGTAACAAAGGGCTTAAACTATGCCATTACATTCTGTGCTGCAAGAACTTGTGCACAAGAAGAG
ACGCTCAATATATCAGTAACCCCTGAATGGGGTGTTCTTCCTATGCAAACTTTGTATAGTAGCAGTGGATGGGATTGCTATGCTTGGGGATTTGTCGCTCTTTCT
AACGTCGCTGAAATTTTGATTCATAATCCCGGTGTGGAAGAAGATCCTGCTTGTGGACCTCTTATTGATGCTGTCGCTATGCGACTTCTCTACCCTCCTAAACG
GACTAATGTGAACTTGTTAAAGAATGGGAACTTTGAAGAAGGTCCTTTCATCTTTCGCAACACCTCATGGGGAACACTAATCCCACCAAACATTGAAGATGCCC
ATTCTCCCCTTCCTGGTTGGATGGTCGAATCACTGAAAGCAGTCAAATTCATCGATTCCGGGCACTTCTTTGTTCCGTCTGGTAGACGTGCAATCGAGCTGGTG
GCAGGAAAAGAAAGCGCCATTGCTCAAGTTGTCCGGACCATTCCCGGAAAACTTTATGCCTTGACATTTGCCGTTGGAGATGCCAACAACGCGTGCACTGGCT
CCATGGTGGTCGAGGCCTTTGCAGGCAAAGACACAGTAAAAGTCCCCTATGAGTCTAAAGGAAAAGGTGGATACAAACGAGCTGTCCTTCGATTTGTGGCTAC
CCAAACCCGAACCCGGATCATGTTTTATAGCACCTTTTATTCTATGAGGAGTGATGATTACGCTTCCCTTTGTGGCCCGGTGATTGATGATGTTCGACTCGTTA
GTGTTCGTAGGCCTIBBTTGTGGAAGACTTAATTAGAGGCCAATTCAGAGTTCTTACTATACTTTCTAAGAAATGAAGGATTGTTAATTTGATTGGTAAAGGTGG
TGAAATTTAGGGGTCTTTTTTTTGCTTTTTATGCTGAGGTAATTATATCTGTAATGCAAAGCAATGTGTTTTTGTGTTGCAGAAAAGCATTTAGCAGAGATTATCTC
TATGCTTAAGTTTATATATAGGTAATTAAGGATTTCAAAAATAAAGAGATGCTAAGTATAGTAAATGTAAAATATACACTAGTATGATGGTCAAATTTGGCTTTTTT
TCGATTAATGTAATATGTGTATGTTGTTGTATTGCTAATTTTATTAATGAAAAGCGTATGTACTCCATA

553 367 aa
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MRMANLILLSVLLLLAICHSISAFTDGLLPNGDFEKAPRPSDLKGTELTNRHGLPNWEVSGFVEYIESGHKQGDMLLVVPEGAYAVRLGNEASIKQSVPVTKGLNYAITF
CAARTCAQEETLNISVTPEWGVLPMQTLYSSSGWDCYAWGFVALSNVAEILIHNPGVEEDPACGPLIDAVAMRLLYPPKRTNVNLLKNGNFEEGPFIFRNTSWGTLIP

PNIEDAHSPLPGWMVESLKAVKFIDSGHFFVPSGRRAIELVAGKESAIAQVVRTIPGKLYALTFAVGDANNACTGSMVVEAFAGKDTVKVPYESKGKGGYKRAVLRFV
ATQTRTRIMFYSTFYSMRSDDYASLCGPVIDDVRLVSVRRP

Uncharacterized protein LOC104887687 [Beta vulgaris] 100% 88% 367 aa
Transmembrane protein, putative (Protein of unknown function, DUF642) [Arabidopsis thaliana] 99% 72% 369 aa
Gen 2880 | Isotig: 02880 | 486 pb

TTCATTGATGAAGCCGATAAACCTGATACAAAAATTTCATAATAACAATCAATCATAAGTTAGTAAAATTACGGACAATAATAAGAATGTTTAGCAAAAATTAATTA
CTACTAAATGTATGTTACTACATCTTAACATCGCTAACAACGTGTACATAGAAATACATTAATTTCAAATTATTTTTTAAGGAAAATAGGATAACATGGCTATGCAC
GTGCCCCACCAACTAGTAAAAGAAAAACCCACAATCAAATTTAAGCATCATTTCTTCCGTTGTTAGACAATATTTTCAGGTTGTAGAAGGTGTGTATGTTTAATGG
TTGAAGGGAGGGAGATGAATAAATCAGAAAACTTTTCATCTTTCCAAAAACACAACAGTTTGCTTGGTCTTTGGAATGACATGCGCGTGGGTTTTCAAAAACATC
AGTTACTGTTTTATTTTTTTTTTAATTTCACTTTCTAAAAACAGAAACTTTGGGATTGTGGGTTGAGCTGTCTTGAGGGACGTCTATAGTATAGACGATCTCTCAA
GAGACCGCCTGATTTTCTATATATTATACAATTCAAATATACACTAATTACAATAAAAATAAGGAAAAATTACCTAGATTAATCCAACTTTATCATGATTTTCCTACA
ATAATTCCACTTATTGATTAACTATAACTAGTCTCAATTTTTGAAGGGTATTTTGTAAATCAAATATTCGAGTGTTACCGACAATATTAGGTATATGTGGTTTTTCT
CATATGTTTAATTTATTTCCTTACACAAAGATTTACATTATACACAATTATTTGAAAATTGTTTACTTATATCAAAAAAATTATTACTTAATAAGATTGATCAAAATAT
TTATATTCTTGCAATTGTTTAAATTTTTCAAATTACAACCTAATGTATCCTTCTATGAGCGGGATACACTGGGTGACGATGATGATGATGATGAATCTAATATTTTA
AAGGATACAATTAACACATAGTCATTAAACTCCATAAATTCAATTTACAAGTCGTAATTAATTATGGATTACATTTGAACACAAGTTTTCATAAATTTTAGATTTCAA
GTGTTTGCTTACCCTTGATGCGAAGCGGATGAAGTGTCTATCTCGAGTTATGTTTTATCAAATGCTCTTGGAAATGATCAAGAGTTCATGGCCGCTTTGTTCTAT
AAAATTTCAATTTTGATCTAAAAATGATCAATTCATACCTTAAAATGATCCATTAAATGAATGCTCTTGAGAAATGATCAATTTGTTTGTTACTTGGTTATAAAAAAT
TTCAATTTTTATCTAAAATAATTAAATAAATTAATTACTAAACACATATTAAAACTATTTTTAGATTGATTGAACTATTAATCTGTACTGAGATTGCCTCACGCAATC
GGCCAACTGTTAAATCTGTGGACACTAAGAAATACCACCATTTTGTAGAGTTGGATTGTTCAATTACAGCCAAGTGGACCCACAACAGAAAGTGAAGGAGAGGG
CTATTTTGGTAACTAAAAAAGCACCGAACAATACATCTTGTATTGAATTGAATTAAATAAACCAGCAATACCAAATACTTTATTACAATCTCAACATTATACTACCT
CCTATTCAACCCATTAGTCCCATTTGATTTTTCACACTTGCCAAGACAACATTTTAATCTTTAGTATCTCTAATTTTTTTTAAATAAAAATTATAAAAAGTAAATATTA
ATAATCTTTGTATTGAGACGAATCAAACAAGATCCCACGTGACTATGTTTTAACTTATAGATTAACAATAAAATACAAATTAAGAGTGATAAGTGAATAGTGAAAA
AAAATCAATGAGACTAATGGGTAGAATAGGAGGGAGTATTTATATACTTGTAATAAAATAAAATAAAATAAAATACCCCTGAAGACTGAAACCAACCAGACAGCC
ATAACCCCTTTTTTTTCTTCTGCTTTTATTTAATCTGCAATCACAGACAGTCCACCATACATGACTCATATGACATAACCATCAAACCGTAACCTTTCATCATCATT
CATACCCATCTTCTCTCTTAGGACCAATAAAAAGAAAAAAGAAAAAAAGAAAAAAAAAAACAGGGGAAAAGGAAAGGGATAGATATTTGGATTGGAAGGATAGA
CTTTGTAGGAAAGGGGTGGAAAAAACATGGCTAATGTATTGTAATTGTAATGTCCTCCAAACAAACAAAGCTCATTCATTATCATTCATTTTCTTTCTGAAAAAAT
ATATTCCATAAATACCCTCCCTTGTTGCTTGATTTCTGAGAGAATGGGTGATTGCCACACCCACAATGCCCCCCATTTCTATCCAAGTTCCACCTTCATCACAAG
CCACCAACTTTCCTCTTCTCATATATTTTTTCTTGGGCCCTTTTTTGGGTTTTCACTTCCTCAACTTCTCTTCCATTCAATGTTTCCACAGAAAAAAAGAGAAAGTG
AGAAACTTCAGCCTTCTTCTCTCTATATTATCACTTTTCACACCTTCTCTCTTTCTCTCTCTCTTATTATTATTCTTCTTCTTCTTTTCTCTGAAATCTTATCTCTTTT
CTCTGTTCTTCCTTTTTATTAGGGTTTTCTTCTTITTTTCTCTGTTTTCCTCCTGTTCTAGGGTTTGTGTTTTCGGTTGATTCTTGCAGATTTGGGGGAAATTGGTTG
ATGGGTATTTGATTCGATCGAAAGATTGTTAAGGGTTTTCEIMBGATTCTCGCCGATCAACTTCTGTTGACGAGATTGCTAAAATTAGGGAAAAACATCAGTCTTT
GTTGCAAGATTACTTGGTCTTGCAAAAGGATTGTGTATCAAAGAAGAGAAAGCTAAAGGAAACAAATGAAAAGAAAGAGACTCTTTTGGATGAAATTAGGTTTCT
AAAGCGTAGACGAAATCTGTTGTCGAAGTTGAAATCACAAAAGCTTCAACCACAACAAGATACCATTCAGTTACAAAAAGCACCTCTTCAACATGAAGTTGGACA
AGGTGGAAGTCGCGCAAGCACGAGTGAGCCACAATTGCAAACTCCATTGTTAGCAGTTGGTTCGATTTGGAATTCGGCTAGCCTCCCTAGAGAGGAAGTTGGT
TTTCCGTCGGTGAAATTAGGGAAGAAGTCCAAGGATTTGTTTAGTAATGGCAAAAGAGTTGAGAAGAGGAAAATTTCTTGGCAAGATCAGTTGGCGTTGAAGGT
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IGTGTTGAAACTTAGTTTTGTG CAGAAAACAGGAGTTGACTGATTCTTTCTTTTATCAATAGCTTATTTCTATAGAATACATAGAGTGTTAAAT
ATGTGTCTTAGTAGCAATGCCTTGGAACTTGTTGGATATGTGATGGATCAGTTTTATATGAAATTTTCAATGAATTGTTGTCAAATAATAAGAGGA

TTATTTTCAGTGTTTAGTGCTTGATGGTGTTTAGGATGGCATTTTATCAAACCAATACCAGTAGATTTTTATTTTTTATTTGTGAAGTTTAAGATGAT
ATTACCACCACAAGAGTCAATCGGAAAACTTGTTTGTTATCACAGACATGAATAAGATTTTCGTACATCCAACCCCTTCAAACCC
53 | | 161 aa

MDSRRSTSVDEIAKIREKHQSLLQDYLVLQKDCVSKKRKLKETNEKKETLLDEIRFLKRRRNLLSKLKSQKLQPQQDTIQLQKAPLQHEVGQGGSRASTSEPQLQTPLL
AVGSIWNSASLPREEVGFPSVKLGKKSKDLFSNGKRVEKRKISWQDQLALKY

Uncharacterized protein LOC10488777 [Beta vulgaris] 100% 75% 161 aa
No existe similitud [Arabidopsis thaliana]

Gen ERD7 | Isotig: 05258 | 1399 pb
TCTTCAGGTTTGTCAAATGCAAAAGAAACTCCACAACCGTAAATTCATTTACGATATTCCTCATAATTTTGTTCATCGAACCTAAATATAATTAATAACATCAATAA
CATAAGTAAGCTAATATTAATTATTATAGAATATGAAAAGTATAAAAAACACAAATCGTATAAAACGTGCAATTTGCCCTAGAATAGAATTGCACAAACTGCATGC
ATATGCATTTGGCCTAGGCAAAACTGCTCAACTTATGCATTTTCTCCTATGAAAAATTCCGACAACATGAAATTTAATTGATCTAATTACAAGATTTGTGTCTTGAA
TATTTAGGAAAATCCAGAGTATATATGTTCATTTGTGTGTACAAAATACTAATACATACTCCTAGAATATAATATTAAGTTTTTTTTGAGTGAAATTGTGCGATTTTA
GAGGCTTGAGAAAGTACTACTATTACATGGAGACAAAATTTGAACCCGATCGACCCGAAAGCGACTTAACCCGAAACATGACCGACGCGATAATTACCTGACC
GGCAACCGACCCGTTTTGACAAGGTCCGATATCAATTTTTAGATTAATCTCAATGTTGGAATTCATTTCAAATAAAGTTTTAGTTTTTAAAGTATCTCAACACATTG
AGTATATCATTTGAACCCTAAAACTAATCAATAGATCTCAAAAAACACGCATTTAGCGTTTTTTTATCCATCGTAATTATTTTCTTTAAAAAATGACGTTATAATCAT
CTTAATTGAATACATATATCTTGTTAAATCAATCAAATGAGTTTTAATTCTACATTTTAGTAAGTAAATCGATATTATTTGTAAGAATGTTTTGCACATTTAAAGGAC
CTTTTCAGAAAAGGAATGTCGCTATCCTATATTATAAAACGCATATCTTATAAGTCGAAATAAGTACTTAGTTATTTGTAAATTTTTCCAACATGAAAATTGTGAAA
TTACTTTTTATGAGGATATGAGAAGATATTTAACGTCATTTTTATCTACCATTACAACTTCAATAAACACAATGATTTTTACGAAGCGCGTATCTTACAAATCTTTC
AAAATAAGTATTAATTTCCCTATTTTCCTTACACTTAAATGAACCCGACATACCAACTATTTTTTGAAAATCTTACATCTAATTTCTCTAATATGACACGTATCTCAC
AAATCCAACTATACATAAAGATTTAATGTTTAGAACACGAGCGTCGCAATTACTGGTTGCTTATAACTTGAATTCAATCACAATTCACATAAGACTTTAATATCGTC
AATTGATATGTGGATTAATGTCATAGGGATGAGAAATAGTTTCTTTATTAAAAAAGTTTCATAAATAATAAAAAATGAAAAAAAATCAATTTTTACATTTTATAAGTC
GTAATCCAATGGGTCAGACCGACTGACTGACCAAGAGCCGGGAGTAACTCGACCCAAAATAATCCGAAACGATCCGACCGAAACTAATCCGACCCGTAACCTA
TTCGACTGACCGTATTCCGAAAATTTGAAATAAAAAAGATTATTTATATAAAAAAAAGCATACAATAAGATTATAATCAAACTTATTGCAAAACTAAGCGTGTAATC
CGCAAACCTTAGGTTCGGGCTGTCGCACTGCACTTAGTAAGTGCAAACAGACTGAAAAACTGAAACAGGATGTTCGCGAACAACCTGTTTTAGATTTTCAGTCT
GCTCGCACTTACTAAGTGCGAACAACTTTTGTCTTAAAACCAGCATGTTGACCCTGTTTGACCTGTTCGCAGTTACTAAGTGCGAACAGACACTTGATTTGTTTT
TATCAGTTTATTACTGTTCGTACTTACTAAGTGCAAACAGCCCCGAACTTGTGTTCTGGAGTATTAGGCGCTTACATTTTAAATAAGTTTAATTTGAATTTTATTGC
ATGCTTTTTTTATTAAGAGTCTTATCTATTTCAAATTTTTCCGTATTCCCAAGTCTACACGGAGTCAAGTTATCGGTACTAGCGCGGGAGTTATACAGGGCCCAC
AAAAATATAAAAAAAAAACTGTATTCCTCGTTCTCTCTGCCCCTACGCGAAGTTCCCACGTCGATTCTCTTTCCTCTGCAACTTCTCCATTAAGCTTTCTTCTTCC
CAATCCTCTTAAATCCGCCATTTTCGTATTGCACCTCCTTCTCCATCTTCTCCATTTCAACARTEGCGTCTCAAGAAAATCATTCTAATGCACGACAATCATTATA
CCCTAATATTGATCAATCCAACCCCGATTCTTCCTCCCCTTTCATTTCTAACCCTAACCCTAATTTTTATCCTAACTCGAATCCTCAATCATCTTCGTCTCTTTATC
CTTCCATTCATAGGGAAGATTTCGTCGAAAACCTTTTTCCTGACGGTTACCATAACCCTAATTCTACTACAGGAACTCATTCTGATCCCGGAACTCCTTCTGCTC
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CTCCTGAACTTGAATCTGAACCTGTTCAAGAAACCCTGATTACTGTTCCTGGTGCTGTTGTCAATCTTATTGATCAAAATTAACAGCGTCGAGCTTGCTTTTGGA
GATTTTTCGGTTCTGCGAATTCGTCAAGGTGATAATACCGTTGCTATTCTGGCTTGTGTTTCCGATGAGGTTCAATGGCCGCTGATTAAAGAAGAGGCGATTGT
CAAAGTTGATGATTCACATTATTTCTTCTCTTTATCGGATTCTAAAGAAGGGGATGAGGTTTTAAATTATGGGTTGACTTTTGCTTCTAAAGGACAAGAGGGTTTG
CTTAAGGAATTGGATGTGCTTTTTGGGAGTTTTGGGAATTTTACAGTGCAGAGTGTATCAGAAAGGAGTAGAGGAGGTTTGGCAGAGGTGGATGTTTCTGGTCA
GATATCACCCGAGGAATTGAAATCCGATGAGAATAAGAGAGTGGCAATGGAGAGGAGTTGTGGAGCTTATTGGACCACGCTGGCGCCCAACGTAGAGGAGTA
TAGTGGCTCTGCTGCTAAGTGGATTGCTGCCGGGTCAGGGCATCTCATTAAGGGGATTTTGTGGTGTGGAGATATAACTGTGGATAGGTTGAAGTGGGGTCAT
GAGGTGTTGAAGAAGAGGCTTGATCCTGCTGAGAAGAAGGAGATTGACAAAAATACAATGAAGAGGATTAAAAGGGTGAAAAGGATGACAAAAATGACCAAGC
AGGTAGCGACTGGTGTTTTGTCTGGCGTTGTAAAAGTTTCAGGATTCTTCACTAGTTCAGTGGCTAACTCAAAAGTGGGAAAGAAATTCTTCAGCTTATTACCTG
GGGAAATGGTGTTGGCATCACTGGATGGATTCAATAGAATCTGTGATGCTGTTGAAGTAGCTGGAAAGAATGTCATGTCAACAACATCTACTGTAACTACTGGA
CTAGTGACACACAAATATGGAGAGGAGGCTGGTAAGGCAACACATGAAGGGATGGGTGCAGCTGGACATGCAATTGGTACTGCATGGACTGTGTTCAAGATC
CGGAAAGCCTTAAACCCTAAGAGTGTCCTTAAACCTACGACTCTTGCAAAATCTTCTCTTAAAGCAGCAGCTGCTGAATACAAGTCCCAAAAGAGTTCGAAATE
BTCACCGCTATGCCTAGGAGCCTTCCAATGATATGTAACTGACATCTTAGCACTGGTTTCAATCAGTCTGTTGTAACATTTTGTTTGATCCATTTATTGTATAACA
TTTAATTTTGGAATTGGTACTTGCTAGTATATACTGTAACTTTAAACGATATCTTTGAATTGTTTCTCTTGTGTATAAGATCTGGTTCC

53’ | | 225 aa

MERSCGAYWTTLAPNVEEYSGSAAKWIAAGSGHLIKGILWCGDITVDRLKWGHEVLKKRLDPAEKKEIDKNTMKRIKRVKRMTKMTKQVATGVLSGVVKVSGFFTSS
VANSKVGKKFFSLLPGEMVLASLDGFNRICDAVEVAGKNVMSTTSTVTTGLVTHKYGEEAGKATHEGMGAAGHAIGTAWTVFKIRKALNPKSVLKPTTLAKSSLKAAA
AEYKSQKSSK

Uncharacterized protein LOC104895177 [Beta vulgaris] 100% 92% 464 aa
Senescence/dehydration-associated protein-like protein [Arabidopsis thaliana] 97% 72% 452 aa

Gen HFR | Isotig: 0674 | 1569 pb
TATATATATATATATATATATATATATAACTGTTCATAGTCAAATGAAATTTAACTATAATGTAAAATTTATTTCTTAAAATTTAAATTTTTTTAGTTCATACAAATATG

TTAGAAATTTAAAAAAAAAATATGTGCATCGTACGGTTATTATCTAGTTAATAATAATATAGAACACTATTTGGAAGGCTAGGAATACTTGTGTTTAGCGGTCTTTA
ATTTGTTCCTATACCAGATGCTGTTGTTAAGGAGCTCAAGCATAGTATCTGTTTCCCTATTAAAAGTCTCTTCCGAGAGACTATTAGATTATACGAAGATTTGTTA
GTAGTTGCTTAGTTCCTCTTGAGGCTTTCTTTGGGCTTCGTTTGATTGTATTTGTCTATGTTTTGAAATTAATGGATTTTTCTTTAAAAAAAATATAGAACACTTTC
GAATTGGAATAACACTTGGTAGCTTACAAACATTATTTTCATTCTGCTACTATTTATAAGAAATGATGTGATCTAAAATGTCATTTTAATGCAGTTTATGACTCTCT
TCTTTTTATACTATAATTTGTTACACTAAAAAAAATAATAAAAGCATTTTAGTCTATTGTTACAAATATTATGAACGAATCAAGTGTATAATAAAAGTCCAATAAACT
ACCCCTCCATTTCTTTTTATTTGTCTACGTTACTTTTTGCATGCATTTCAAAATAAATTGAGTCCCAATATCTCTTAGTACACATCATGAAAATTGTAAATATTATAT
AAAAAATTTCTTCGCATCAATACGATTGTAACAAGATCACTTAACGTCATTAATATATACTTTAAAAATCAAATTTAAATTTCACGCACCTAAACTAGAAAAAACGT
AAAGTGAACAAACAAAAGAAAATGGAGAGGGTACAACGTTTTGGTCCCATAAAAGGTCTTGTTGAAGTGAACAAAAGTATTGATGACTTGAAGCCTATAAATAGA
ACCATTGTTGGGTAAGCATTATATGACTAGCCCCCATAAACAATAAGTGAGCGAATAAAATAAAAAAAAAAAAAATAATAATAATAATAATARTGGCTGGTACACT
ACCAAGTGTGATAGGGTTGGGATTCAATGGGATGTACTTAGAGTACATAGCAGATGAAAGCCAAGGACAATGGCACAAAAGAGTGCGGCCAACAAGTCGCATG
GTATTGAGTGAGAACAATTTCACAAGGTTTATAGTAACTGTATCACGCACTTCTGGTTTGATCCACCTCCAAACTGCCTTCAACAAGAAGTACCTACGACTCGAA
ACCGAGAGTGGGAACTTCATTGCCGCCACCGCCGACGAGCCTGAGGAGGATCGTTCTAAATGGTCTTGCACTTTGTTTAGGCGTGTTTTACAAAATGGACAGT
TGGGTCTCGTCCTCCAGGCTCAAAATGGTCAACATGGTGTGAGAATTTTTAATAATTCCCTTAACGTCGCGAGGAACACAAACAATCCAATCCATTTCTTCACAA
TTACAAATATGGACCAACGAGTTCTGTTGCCGAGGAACATAGTATTCACTGGGGATAATAACCATCCGCTACGAGCACGAAGAAATAATTGGCTTCAGTTTCTT
GCCACAAATGCACAGGATCCAAGATTGCACCACGTCGTCGAAACTTTACCCAACGGAGACGTCCGCATAATTGCCACGAGATACAATTTGTTCTGGAGGAAAT
CCCCCAACAGAGAATGGATCTGGTGTGACGGCCCTCGAAATAACCCGGGCCGCGATTCGGTATTCCGCCCGATTAGGCTAAATTCCAACAACCAAGAAATTGC
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TCTCATGAATATGCTTCAAGGAAGATATTGTCAAAGATGGCCCTGGGGAACTAATTATGATTGCCTTACTGCTTCATCTGGGAATATTATTCCCCTAACGGTGAT
GCGGGTTGGCGAGGCCATTCGAGAACGACGAATAACCGACATAGTATATAGGATAGATGAGGCTCGCGTCCACGGCAAAGTGCCTATTAGAAGTCGGCAACA
AAGCGTTGAAAATCTGGGTCCCAATGAAGCACCACAAAATGTAGAATTCACTTACACCGAGATGACTGAATCTACTTTCAGCTCATCGCATACATGGAAGATTTC
ATATACGTCAACACTTCGGGTAAGTCTAGTGCCCAAGCTGGTGACGGGTACGATTCAATTGTCTGCTAGTGCCTCAGGGTCTTATACATTCAACGAGGTGTCAA
GAATATCTGTAACAGACACTGGATCCGTCACAGCTACTGTCCCACCTCGTAGTAAGGTAACTGTTACCATGTTCTTATCACAAGGAAGAATGGACGTCCCCTAC
TCTTATAAACAACGTGACATCCTTTTTGATGGAACAACTCGTGTTACACAACTACATGATGGTATTTTTGCGGGTGTTAATACCTTTGTTGCACGTTTTATTATCG
GTGTACCGGAAAGCCTTGATTCTTTGGCCCAGGATAACAACCCTAGCCCTAATAATATTGTTATCTCACCGGTAACTACTAATACTATACATCATCTTGATGCAG
ATCATGATTTAGAACATGAACCACAGGTTCCTTCAGATTCCGATTCAGACCCGGAGATTAATAATGATGAACCACCTCTCCCTACTTCCAAACTTIRBBTGGATCG
ATGATTATCAATTTTTACTGAGCACTACTTGGCACTTTTGAAAGGAAAGAATAAATATGGTTTGCTATATGTTTGTATTTTCTATGGCCTGGGCTGCCTTGTTTCC
CTTGATGTTATTGTCCATTGTAATCCCATTTAATGTATTTCTTCATTTTTCTTTATTTGATGTATAATATATGCGTGCACATGTAAATTTATCGCTAGGGGCTTCACT
TTTTTATTTGGTTGGAATTCCTACTGTTTTTCTATTACATTTCATTCCCAAATTTCCGATCAACGATTAGTAGAAAAATTAGTGTTACATTTAAAATATTAAGAATTC
AGCAGATTATCCAACATTTA

53 | | 522 aa

MAGTLPSVIGLGFNGMYLEYIADESQGQWHKRVRPTSRMVLSENNFTRFIVTVSRTSGLIHLQTAFNKKYLRLETESGNFIAATADEPEEDRSKWSCTLFRRVLQNGQ
LGLVLQAQNGQHGVRIFNNSLNVARNTNNPIHFFTITNMDQRVLLPRNIVFTGDNNHPLRARRNNWLQFLATNAQDPRLHHVVETLPNGDVRIIATRYNLFWRKSPNR
EWIWCDGPRNNPGRDSVFRPIRLNSNNQEIALMNMLQGRYCQRWPWGTNYDCLTASSGNIIPLTVMRVGEAIRERRITDIVYRIDEARVHGKVPIRSRQQSVENLGP
NEAPONVEFTYTEMTESTFSSSHTWKISYTSTLRVSLVPKLVTGTIQLSASASGSYTFNEVSRISVTDTGSVTATVPPRSKVTVTMFLSQGRMDVPYSYKQRDILFDGT
TRVTQLHDGIFAGVNTFVARFIIGVPESLDSLAQDNNPSPNNIVISPVTTNTIHHLDADHDLEHEPQVPSDSDSDPEINNDEPPLPTSKL

Uncharacterized protein LOC104887222 [Beta vulgaris] 90% 43% 479 aa

No existe similitud [Arabidopsis thaliana]

Gen Zn Finger | Isotig: 16023 | 813 pb

TCAGTATTCCGCACAAGGCAGGTCCGGGTGGGAGGTTTTCTTTTTCTTGAAAGATGTGGACAAATCATACCCATTCCCTCAAGGAGGAGTAAAGAGAGATGTG
CGCAGTCAAAAAATCCCCCAATTGATATCTGCGCCTAGTCGGGTCGAACCCCAAACCATCTGTTCCACATGAAGATGCTCTATCCATTGAGCCACAAGCGCTTT
TGATGACCAATGTTTTCATTAGACTGAAAAATAAAACCATTTCACTAGATATCAGTTAGAGAAAAAATATCGCTTTTTAAAGGTTCTGGGTAGATATGTTTAATCA
GATTATCAAATCAATTTTGAGTCAGATGATTCAGGTTGGTTCATAATTAGGTCTTGTAACCACACTGATTTTAAGATGATTGTAAATTCATTTTGAGGTTAGGTAAA
TTACAAGGCAGTCAAATATCGGAATTTAAGATTTGTTTTGAACATCTTAATTATTCTTGAGTTTAATTATCACCTAGCGTTCTCCCTTGCTTTAGCCTAGCCTTTAA
TAAAAACAAGTTATGAGTGCTCATACTTGTCCAATCCAAAGAATCAATCTAAAACATCAAAAAAATTGATCCCATGTGTATATATCAAATTATGTGAGTATATAGTT
AATTATTTTCATATGCAAAATTTCAAAATTTTAGTAAATTATATATAAGATATTTTTAGATTCCAAAAGATTTGATCCCATGTGTATTATGGTTGAGTTCTAAAATATT
AGTTGGAAGAAAAAGTTTTTTTATTTTAATCTATATTATGAATCCAATTACTTTTTAGTTGGTTATATGATATACTTCCTCCGTATTTTATTAGTTGCTACAGTTCCT
GTAGCAACTACTATTCACCAATTGATGTTATTTGATTTATAGTTCTCTATGTATAATGTAAAACATAGTCAAGTGGGATCTTATTTGATTCGTCTTAATGTGTATTTT
CTTAATATTAACTTTTTAGAATTTTTTATCATATGAAATTAGAGATATTAAAGATTAAAATAGTGCATTGAATAGCGTGAAAAACAGAAATGTAGCATCTATTAAAAA
CCAGAGGAAGTGTATAGTAAAAAAAAATTGTAGTTTGATTTATATGGACAAGGTTATAAACAGAGTTGTTAATGAATACTTGTCTGTTAGATTAAGCTTTTGATCG
AATTGATTTTTTAACACGATTTTTTAATATGAACACCAAGCTGGGATAATTTTTTGGAAAATTTACGTGGGCTAGAAATATCTCTACACATAAATAACTCGTCCAAC
CAATCTTTTATGTGGATTTTAATATTTTTTTTGAAAAAATAGAATATTTTATTAAATTTTAGATTAACTTTTTAATTTTAACTTTTATCACTTTTGACTTAGCTTATGAA
AGTAATAACGTACCCCTTAAGCTCAAGCTACAAAATTTTATAGTATGGTGAGTTATTAATTAAGACACATTCACATATTAATATTCAACACGCATCTAATAAAAATT
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AATTGTATTATTTAACTATATATTTTCCTTTTAAAAAATAATTAAAAATTTGTTTAACTATAAGGCTCGTCCATTAAAGCATGTCAGACTTAAATATTTACGCGCTTA
CAATTTTTCTTTATTTATAATAATAAAACAATTCAAGAAAAATTAAATTACTAAAATGCCATTAGTTGTACTAATCTTTTTTTCTTTACTTCAAAACCATTCAAAACCA
TTAAGGGACTAACATTATTTTTTGTTAAATTTTAATTACTTTCAAATTGTCGTGACAATCAAATCTTGTCACGATTAAAGCATAGACCATAGAGTAATAATATGGTA
ATTAACAGTCACTATTGCAGTAACAATAAAGTAATAATCTAATAAAATGGAAGTGATCGATGCAGTCATTGGTTAAATTATAAGATATCCCTTGATACGGCCCAAA
ACGTTGTTTTTTACATTATTACAACACAAATAATATCAATTCGCTTGTTTTAAAAATCTTTACAACACGATCGCTACAATGCAACCATATTATTTTACGATTCCATG
GATCGGACCACCTTAATTCTGCAGGTAAGATCATAGGTTCGAAATATTTCCCCTACTTCCTTTCTTTTAACCCTTTCACTTCCTCAGTTTACCCTAAACTCAAAAA
TAATTATTAAAACAATTATTAAAAGTATGCAATAAATCCCAATATAATTTTGGATTCACAAATTAATAAATTAGCTAGTCTCTCTCTATAAATTGACTAGATTGGAAA
TAGCTAGTGAGCTGCGAAAGTTAGAGTGTACACACAAAAGTATTGATTAAACAAAGATGGGCAGCCAGAAATACGACGATGATGAGCAAATTGTTGCTAATGCT
ACTAACGATGATGACTCTGGCAAATTTGGTGGTTCATTATTTGATGTTGGAAAAGTACCACTAAAATTCGACAATGAACCGGAAGTACCAATTGAAGACAACGAA
TACAAGTTGTTAATTGAACTTATGGGACGAGGAACAGGAAGTGATAGGTTAGGAGCCGATATTGTAATGGTTTTAGACATTAGTGGAAGTATGCAAGGTGAGAA
ATTAAAAGAAATGAAACGAGCCCTTCAATTTGTGATCAAGAAACTTAGTCCATCGGATCGTTTATCGGTTGTTACTTTCTCTTCCGATGCCGATAGAAAGTGTCC
GTTGCGACAAATGACTCAAAAAGCTCAAGAAGAAATTGATTTTTTGGTGCAAAATTTGAGTGCTGACGGTAATACGAATATTACCGCCGGCCTTCAAAAGGGGT
TGAAAGTGCTTGACGAGCGCAAGTTCACCACTGGGCGTTCGGGGGCGATCATGCTTATGTCGGACGGTGAACAAAATGCGGGTGGTGATGCAACCATGGTTT
CTGTTGAACGTTTTCCCGTGTTCACTTTCGGTTTTGGATCTGGTGGAGAGTATGACCCCAAGGTAAGTAGAAGAGAAAAAGTTACCACTAAAATAATCAAAGTTT
ATGCTGGAAATTATCCACAAACAAGGGATGATTCAACCGGGGCTGTAACTGTAGCCGATTCTGGGAATTTAACGAGCACCAATCCTGCGGTTTTTCGAGTAACC
CGATCCAAAACACCGGTAACAAAACAAAGCGACGCAGCTAAAGCAGAGATACAACGAGTAGAAATCGTCGAAATTATGAAAGAAGCAAGAAATCTTGCTGATCA
AAACAAATTCGACGAGGCTCTCGATAAGGCTGTCGAAGCTCAAAACTTGCTCGACGATTTCGATCTTAAGAAACCTAACCAAGTTATCGAGACATTAAAACTCG
AAGTGAATGAAATGGTTAAGTTTCTACAATCAGAAGAAACATACAAAGCTAAAGGTCGTTCATTTACTTATTCGTCTGAAACATCTCATGATCGACAACGTTTTGC
TTCAAGAGGCGATGTTGAAAAGATACGTCCATTCGCTATTCCGCGTATGGACGATTATCTCGAACAGGCTAAGGCCTTCGAGAAGGACCCGACTAAACCGGTT
CCTACGGCTGCCGAAGATGAGAAGAAAGAACTCGCGGCTGATCCGCTTGGCGCTGTTTCACCATCTATCAGTTATTACCTTGCGATCGCTATTGACGCTCTTC
AAAATATCAAGAAAATCGTCGATCAG AAA-TAAG GTCATAAGATCGAATCTCATCTGATCCTACCTTTTTATCAAAAAAAGTTAGTGATGTGTTGTTT

ATTTTTTTCTTGTTGGGTTTGTACTAGTTTGAACTTTGCTTTTGGTTTGCTCATTCTCCTTTGTTGGAATAAATGTTTGCAATATGTTGCGGATGAT
TTTAATTATGATGATTG

53’ | | 270 aa
MLMSDGEQNAGGDATMVSVERFPVFTFGFGSGGEYDPKVSRREKVTTKIIKVYAGNYPQTRDDSTGAVTVADSGNLTSTNPAVFRVTRSKTPVTKQSDAAKAEIQR
VEIVEIMKEARNLADQNKFDEALDKAVEAQNLLDDFDLKKPNQVIETLKLEVNEMVKFLQSEETYKAKGRSFTYSSETSHDRQRFASRGDVEKIRPFAIPRMDDYLEQA
KAFEKDPTKPVPTAAEDEKKELAADPLGAVSPSISYYLAIAIDALQNIKKIVDQK

Uncharacterized protein LOC104891771 [Beta vulgaris] 100% 57% 535 aa
No existe similitud [Arabidopsis thaliana]

Gen DUF3407 | Isotig: 14119 | 1170 pb

TAGTCGGAAACATTATTTGTATGTCTATTATATATTATTTTTTTGCGTTTGTTTATTTTATTATTGTGATAGTTTAGGTTTAATTTTAAAATAAAAAAACTGGTCAAAT
TGTGGTCAACATCGTTGACCACATTTGACCAGTTTTTTTATTTTAAATTTAATTTGTTCTCCGACTAACTACCGACTAAAATGTAGTAGGAGAATAGTCGGTACAA
TCGTAGGTTTTATTTTAATTTTATATTACTCCGACTAACTACCGACTACTTAGCTACTAGATGGTAGTCGGGATCCGAACCGCCATTTTTTGATCAAGTTTTTGGT
CAAACTAAGGTTTGACGTTTCCAACTACGATGTAGTCGGTAGGTAGTCGGAATACATAATTAAATTTTTTTCTAATTTGGAAAAACTGCAGTGCATTCTAAAACGC
AGCGACCACTGTCCGACTAGATGGACAGTCGGTAAACAGTCGGTATATTGCGACTGTTATCTAGTAGGTACATGGTCGGTGTTTGGCTACTATGTTGCGACTAA
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ACGTAGTAGTCGGAAATGCGACTAATCTGCGACCAAAGACCAAATCGTCGGAATTCCGACTATATTTGCGACTATATTGGTTTACCGACTATTCTATAGCGACTA
TTCGTGTTTAGTCGGAGATTAGTCGATATAGCTCAATACCGACCAATCACCGACTATTTATGGCAGTCGGTAACATGCGTTTTTTTTGTAGTGTAGGAAAATCAC
AAAATTACAATGTGCGACATTAGAACCCAAACTTCAAGATCTTTCGAATGATATACTCCCTCCTATTCGCCCAATGTGTCCCATTTGACTTTTCACCATTTTTCGG
TGGTCAAATGGGATCACATGTGAAAGAAACAAGTGCAGTGTTTTTAATTTTAATAAGGGTAAAGTAGGGTTAATAGTTGTAAAGTTGTGAAAAAGTTGAGTTTAG
TAAGGGTAAATTGGTAACGTTAATATACAAAAAATAAAAATGAGACATTTAAGATGACTTGACTAAAATTGAGACACTTAAGGTGAATAGGAAGGAGTAATATATG
CCCAATTCCGGTAACCGAGCGAGAAATGACAATCGTTTAAGGTTTTCTTTATGCTGAATTTAGATACATGTTCATTCTTTTGAACATAACTTTTTATGTAAAATCGT
ATTAATGCAAGATTTATGTCATTTGAGTCGCGCGTTTTACGCGACCATACCATGGTCCGGTCATGCGCGACTGGTGTTAAAAATCACTACAAACGTTAAACGAT
CGTCATTAATTTCTCGTTCGATTGTTGGAATCGAAAATATGAAGTATGTCGTTGGAAAGCTCTTCAAGTCTAATTTCTAATGCTTCAAACCTTGCATTAAAACGAT
ATTTGTATAAAAAGTAATGCCCAAAAGATTGAACATATATCAAATTTAAGCTTAAACTATCGTCATTTTTCGTGCGATAATCGGAATTGGGTATATAATATATCATT
GAAAAGATCTTGACAAACTTTGCAGTAGTATGATTTTCCTATCAAAAGTTTTGGCCAAAAAAGAAAATTTCAACAAAAAATGTGTATCTAGGTTTATTTTTCGATTT
TAATAAATTGTTTTCTATTTTTAAATTAATATATTTTTATTTTTACTTAATTATTATTAATAAATTTTATTCAGTAATTATAATGATTGATTTTTTTATTAAAAATAAATTT
AAGAACATTTTGAAGATTATAGGGAAAAAAAAGTGTTAGCCTTTGTCCTATATATTTTGATTTGTAATTTCAAAAACAAAAAAAGAAGATATTTTGACTTGTATTGT
CCACCGAACCGAACCTGTTTTTCAAAACCCTCTTAAAACCCCCATCGTATTATCTTCAGAAATTACATCCAGAATTAGGGTTTCTCAAAARTGGCGACTTCTCAA
AAAATCCTGGCTCTATCTCGAACTCTCTTCACCACCAAACCCATCAAACAATCTCTGGCATCAATCCTTTTATCTCGTACTTTCTCTTCTTCAGCTAAACCATCGT
CTTTCTCTCTAATCCGTCTTCGTCCCCTCGCTTCCTCAATCGCCATCTTTCGCTCTTCTACTTCTGTCCGAGCTTTCTCAACTCAAGATTCTCAGACTTCTTTGAA
TGATAATAACCCTAATTGGTCCAATCGTCCTCCAAAAGAAACTATCTTACTTGATGGCTGTGATTTTGAGCACTGGCTTGTTGTTACAGATAACCCCCCTGAAAA
TGCCACTCGTGATGAAATTATTGATTCTTATATCAAAACGTTAGCACAAGTTGTTGGAAG TGAGGAAGAAGCAAGAATGAAAATTTACTCTGTTTCCACTAGGCA
TTACTTTGCTTTTGGAGCCCTGGTGTCTGAGGAACTGTCTTACAAGCTTAAAGAGTTGCCAAATGTTCGTTGGGTCCTCCCTGACTCATACTTGGATGTTAAAAA
CAAAGATTATGGAGGGGAACCGTTTATCGATGGTCGAGCTGTCCCATATGATCCCAAGTATCATGAAGAATGGGTCAGGAACAACGCAAAGGCACAAGAGAGG
AATAGACGCAATGATAGACCTCGTAATGCTGATCGTTCGAGGAATTTTGACAGAAGACAAGGAGGGAGTCCAAACTACCAGAATCCTGGAGCAACTAATATGG
TAGGTCCTGGAACCTACAGGCCAGGTCCGCCAAATGCTGGTGGCCCACCACCTAACATGCCACCCAACAATGCTGGCTATGCGCAAAACATGCCACCCAACA
ATGCTGGATTTGCGCAAAATATGCCACCCAACAATGCTAGATATGCACAAAACATGCCACCCAACAATGCTGGCTATGCACCAAATATGCCACATCCCAATGCT
GGGCATGCACCCAATATGCCACATCAAAATGTTGGGTATGCACCGAATGCACCACATAATAATGCTGGTTATGCACAAAACAATCCTGGATTTGCTCAACCTCC
TCCCAACTACAGAGGCCAGGGAAATCCTGGTTCTCAGACAGGTGTGGGAGGTCAGCCTGGTGGAACCTATCAGCCTCAAGATGTGCCTGGACGAGATATGCC
GAATTATIBTGATCTAGTAGCTAATTTGCTTATGTCTATAGTTTGCCTATGACATTTTTTTTGCGCCCTTTCAACTATAAAGTCGTGGAACCTATCT
GCTGTGATAGTTAAAATCATGTTTGCTGTTGAACATTAAACCCTTTCATCTTTCAAATGTCTTTTGTTCCATTCAATGATATTCCTCCCAATTTGCA
TAGTTTGGAATGAAATTCCACTACAGTTGAAAACATTTAATAAGCTTTTCTTTACCTTGTAGGCTTGTACTAGGAAGCATTCAACGAGCTAATTGC
CCAACTATCAACAGCAGTCAAAGTTAAAAAAATTATTGTAACATCATTACCCTCAACTCCGACCAGCTCAATCAAGTATACATTGACCCATTCCGT
CCAAAGAAAAGAGTACATTGACCTAGGGATGTCAATGGGTCGGACTCGGCTCGGATTATACATACTCCGACTTTGCTTCGGATAATAGTTGGAG
TTTTTTGTTCCAGTCCACCTCCACTCC|5GAGTCGGATTATGCATACTCCAAGTTTGCCCCGATTCGGACTCTCGG?CCTC

53 389 aa
MATSQKILALSRTLFTTKPIKQSLASILLSRTFSSSAKPSSFSLIRLRPLASSIAIFRSSTSVRAFSTQDSQTSLNDNNPNWSNRPPKETILLDGCDFEHWLVVTDNPPEN
ATRDEIIDSYIKTLAQVVGSEEEARMKIYSVSTRHYFAFGALVSEELSYKLKELPNVRWVLPDSYLDVKNKDYGGEPFIDGRAVPYDPKYHEEWVRNNAKAQERNRRN
DRPRNADRSRNFDRRQGGSPNYQNPGATNMVGPGTYRPGPPNAGGPPPNMPPNNAGYAQNMPPNNAGFAQNMPPNNARYAQNMPPNNAGYAPNMPHPNAGH
APNMPHQNVGYAPNAPHNNAGYAQNNPGFAQPPPNYRGQGNPGSQTGVGGQPGGTYQPQDVPGRDMPNY

Hypothetical protein BVRB_ 49086130 [Beta vulgaris] 59% 78% 239 aa
Cobalt ion binding protein [Arabidopsis thaliana] 91% 54% 395 aa
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Gen 3844 | Isotig:03844 | 563 pb

TTTTATCCCCTCCAAAAAAATCTACATCCCCCGTCGTATACGCCATTCACAAAATTAACCAAGACTTTAAAGATTAAGCCCTAACTTTACATTTACTCGTCAAAGT
CGTCGTTTTTAGTGGCTATATATCAACTCCATGATCCACCATTCCCACTCCACACAAAAAACTCACCATGAAACGCGTCGTTTTCTCCTCCTCTTTCATCTGCTTC
TTCCTTCTTTTCACCCTCTCTABTEGTCTCCGCGTCATCGACTTAACCCAAGTTCATGATCATCACCACCTTCAAAACAAACCTTCATCAGACGGTTCAGATTCTT
CTAAATTCATCTTCCCCACAAAGTTATCCTCTGTACCCGAGGCAAATAAACCCGAATTTGAACCCGAATCCACAGAAATCGAGTTCAAAGAAGTAATAGAAGAAG
TTGAAAAAAACCCTAATGTTGAGTACAACTACATGGATGTGATGAACCGGCACCCGGTTCGGATAAACGCGTTTAATCGGTTTTCTTTACCGATTATCCGGGTA
AAGTCGCATGGTTGTCGACAGTTTCACCGGCTCATGCATCACCCGGACCGGTTTATTGAGGCTAATGAAGTTGGGTTTGCTACAGTTGAGGAGAATAACCACG
GTTCACATCATCATCACCATCATGATCATGTTGAGGAGGATGATCAGGCGGCTGAGATGATGACAGAGATATTGGAGGAGAAGAAGGATAATAAAGATGAAAAT
GAAAAGGAACTACAGAAAGATTTGTTGAAGATTGGCAAGTTCTTGGGTTATAATTACTTTIMBCGAAGAAAGTACTGGAAATTAAATCTTCTACTATGGTGGCAG
AAATGCAGCGACTTACGCTAAAATAAAGATAATTTACTTTGGATCATTAATGTATAATATATGATAGATTTGTGATCTTACAGGATGTTTAATGGTAAACTATGGAA
GTTGGAAAGTTGCCATGTGATGAGGATCGGATGTTATACATGATATACACTCCTCTATCTCTGTATGATACCTTAAGGGGTGTTTCATTAGTAAAATATTTTAATG
GACACACGTAGTTTATTGACAAATTTCAGTTTATTTTGGTATAAATCGATAGCCGAGCATTTCCAAAAAAAAAATTGATAGTTGAGCGGTCAAATCATCTAGATGC
TAATGTTTGATAAATTAGTTTGTTGAAACAGTTTGTTCTTGTGAAGTAATAGGTCCCTCTTAGCGTGTTTAAAATTAATTTTGACAAAACCAAT

5 3’ | | 113 aa

MDVMNRHPVRINAFNRFSLPIIRVKSHGCRQFHRLMHHPDRFIEANEVGFATVEENNHGSHHHHHHDHVEEDDQAAEMMTEILEEKKDNKDENEKELQKDLLKIGKF
LGYNYF

hypothetical protein BVRB 59098960 [Beta vulgaris] 84% 33% 210 aa

No existe similitud [Arabidopsis thaliana]

Gen 03240 | Isotig: 03240 | 306 pb

TTATTTATTTATTTTATCACATTTTTTAAATTAGGTTAGTTAATTTAATTTGTTCAATATCATTTTGTGGTAATGTCGTATTTAAAATTTTAGCAAATAAGAGTAAATA
GTTGTTAATTTTGCCAATAAAACTGTCGAAATCTCGTCCACTAGTTGGTGCCCCCTGAGACTCCGGACTTTGGATCCGCCACTGAAGAGCCTTAACTACAAACT
TAAACTTTCAGTTTAGTTGGTTTCATAATAAACATGTTAAATTGTTGTAATTCATATAATAGACCACATATATTATGATTAGCACTAATAAACCTAAGTTTATGTGTG
TATATATGTACGCACGTGAATAAATGCAGGGTTACAACTCTTTTAGCATTTTTGGCATTCGTABRTGACAAGTATTCTAAGCAGCCGCTACTATTTATCATTATCAA
GTAGACGTATAAAACCCGACGGAATCGTTGGATTAAAGTTGGTACGAGGTTGCTATATCCCACGGGGAAAAGTTTTCCTTTATCCAACTCTTTGGTGCATAATTA
CACTAACTTTAAGCCTACGTTCTTACGCTATCTCGGCGAGTACTTCTGAGGCTCAACATAGAAATGTTCATCTACAAGAAACTGCTGGTTATGACGTTGGTGTTG
CAATGGGACAACCTCATATGAGTCATGTGCAATTGTCAAAGGACCAATGTIRBBTGTTAATAGTATTATTATAATTATATGTATAAAAGTAAAGAGGTAAACGTGTA
TTTTGAGTTTATGATTTTTAAATATATATATATATGGAAATATGTTATCTAGAGATTGAATTTGTACTGCAATTATTTATGAAAACGCTATTGAAATATGGACTCTTG
AAAACTGAATATGTATTCTGAT

53 | | 101 aa

MTSILSSRYYLSLSSRRIKPDGIVGLKLVRGCYIPRGKVFLYPTLWCIHTLTLSLRSYAISASTSEAQHRNVHLQETAGYDVGVAMGQPHMSHVQLSKDQC

putative pentatricopeptide repeat-containing protein At1g12700, mitochondrial [Beta vulgaris] 58% 30% 613 aa

No existe similitud [Arabidopsis thaliana]
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APENDICE 4. Expresion relativa de los genes seleccionados

HFR
HERBIVORIA
HOJA LOCAL HOJA SISTEMICA TALLO RAIZ
A. Hypo A. Crue A.Cau A.Hypo A.Crue A.Cau A. Hypo A.Crue A.Cau A.Hypo A.Crue A. Cau
CT 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
6H 12.4 92.7 6.1 2.1 5.4 0.4 1.0 0.9 1.8 1.3 1.5 0.9
12H 7.3 462.0 11.3 2.2 20.2 0.4 0.7 0.3 1.0 2.1 0.3 1.5
24H 10.0 11.6 0.0 0.5 0.3 0.0 1.2 0.8 0.5 1.6 0.3 0.8
INFECCION BACTERIANA AVIRULENTA
CT 1.0 1.0 0.5 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 12.8 1.0 1.0
6H 1.6 1.0 1.5 0.6 1.4 1.2 1.4 1.3 1.3 2.2 0.2 0.1
12H 0.3 0.2 0.1 0.0 0.0 0.1 6.5 3.5 18.9 3.1 1.0 0.1
24H 0.2 0.0 1.1 0.0 0.0 2.5 3.4 0.3 1.0 4.1 0.1 0.1
INFECCION BACTERIANA VIRULENTA
CT 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
6H 1.7 0.4 0.9 1.8 1.0 1.4 1.7 1.0 1.8 1.1 2.1 0.8
12H 0.2 0.0 0.0 0.1 0.1 0.0 19.1 0.3 0.0 2.4 2.5 46.1
24H 0.4 0.0 1.1 0.0 0.0 0.5 0.1 0.3 1.4 1.0 3.3 3.7
SALINIDAD
HOJA TALLO RAIZ
CT 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
4d 0.4 0.3 0.2 0.4 1.9 6.2 4.4 3.4 3.1
7d 0.4 0.1 0.0 4.7 5.4 3.2 0.3 1.6 1.6
od 0.2 0.6 0.1 1.1 11.2 15.6 75.9 10.2 11.2
DEFOLIACION
V1 V2 EP FL
CT TRAT CT TRAT CT TRAT CT TRAT
HOJA 1.0 5.2 1.0 17.5 1.0 16.1 1.0 0.8
TALLO 1.0 13.6 1.1 1.2 1.0 0.8 1.0 1.5
RAIZ 1.0 1.6 1.0 3.9 1.0 4.5 1.0 1.0
PANOJA 1.0 0.7 1.0 0.8
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ERD7

HERBIVORIA
HOJA LOCAL HOJA SISTEMICA TALLO RAIZ
A. Hypo A.Crue A.Cau A.Hypo A.Crue A.Cau A.Hypo A.Crue A.Cau A. Hypo A.Crue A.Cau
CT 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
6H 1.1 0.8 0.5 0.6 1.3 0.5 1.4 0.7 1.8 2.5 0.9 0.8
12H 1.5 1.4 1.7 1.1 2.1 1.3 0.7 2.2 2.4 2.5 1.1 0.9
24H 1.6 1.4 0.8 0.7 6.1 0.7 1.7 0.8 1.9 1.7 0.8 0.8
INFECCION BACTERIANA AVIRULENTA
CT 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 2.9 1.0 1.0
6H 5.2 3.0 1.1 0.6 0.6 0.7 2.1 0.5 0.7 1.3 0.1 0.1
12H 19.3 7.8 2.5 2.4 1.6 0.6 1.3 1.4 0.9 1.5 0.2 0.2
24H 56.5 11.0 3.4 0.6 1.9 0.4 2.0 0.6 1.0 1.2 0.1 0.1
INFECCION BACTERIANA VIRULENTA
CT 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
6H 2.5 1.7 1.3 1.7 0.8 0.8 1.2 1.6 1.2 2.6 1.6 0.5
12H 6.9 0.9 0.1 2.5 1.6 1.0 0.9 4.6 2.3 2.9 1.3 0.5
24H 1.3 3.2 0.7 0.9 1.8 0.7 1.2 2.8 1.4 0.7 1.2 0.5
SALINIDAD
HOJA TALLO RAIZ
CT 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
4d 3.9 14.1 0.4 1.1 1.1 13.7 0.5 0.3 0.9
7d 5.1 2.2 0.1 1.1 2.6 8.6 0.3 0.7 0.5
9d 7.0 0.5 0.2 0.7 0.5 11.7 2.1 0.6 0.8
DEFOLIACION
Vi V2 EP FL
CT TRAT CT TRAT CT TRAT CT TRAT
HOJA 1.0 2.2 1.0 1.4 1.0 8.7 1.0 0.7
TALLO 1.0 1.2 1.0 0.8 1.0 0.9 1.1 0.4
RAIZ 1.0 0.8 1.0 1.6 1.0 1.4 1.0 1.0

PANOJA 1.1 1.0 1.0 0.4




Zn Finger

HERBIVORIA
HOJA LOCAL HOJA SISTEMICA TALLO RAIZ
A. Hypo A.Crue A.Cau A.Hypo A.Crue A.Cau A.Hypo A.Crue A.Cau A. Hypo A.Crue A.Cau
CT 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
6H 5.9 4.7 4.9 2.1 3.0 4.0 1.6 1.1 2.0 2.9 2.1 2.8
12H 2.0 5.6 6.2 1.9 3.1 5.7 0.9 2.8 2.3 3.2 1.5 4.5
24H 2.7 1.1 0.5 0.9 0.8 2.7 0.6 0.7 1.7 0.8 1.2 1.4
INFECCION BACTERIANA AVIRULENTA
CT 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.9 1.0 1.0
6H 1.2 0.8 1.2 1.8 0.8 1.0 1.8 0.5 0.9 2.0 1.1 0.1
12H 1.0 0.3 0.6 0.6 0.4 1.7 0.6 0.5 0.8 0.7 1.8 0.1
24H 0.4 0.6 0.2 2.2 0.0 0.4 0.5 0.6 0.4 1.1 1.2 0.1
INFECCION BACTERIANA VIRULENTA
CT 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
6H 0.7 2.5 0.6 1.2 0.6 0.6 1.3 1.6 1.6 2.6 0.8 0.7
12H 0.5 0.5 0.0 0.5 0.4 0.7 0.4 1.4 0.7 3.2 0.9 0.8
24H 0.6 2.9 0.2 1.4 0.8 0.4 1.0 1.0 0.7 1.0 0.6 1.1
SALINIDAD
HOJA TALLO RAIZ
CT 1.0 1.1 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
4d 0.6 0.2 0.2 0.3 1.2 19.2 1.5 0.9 8.9
7d 0.4 0.3 0.2 1.7 2.1 14.0 3.4 1.1 121.0
9d 0.4 0.2 0.2 0.8 0.8 17.6 1.8 5.0 10.0
DEFOLIACION
Vi V2 EP FL
CT TRAT CT TRAT CT TRAT CT TRAT
HOJA 1.0 7.2 1.0 16.7 1.0 24.8 1.0 3.8
TALLO 1.0 11.5 1.0 2.4 1.0 1.4 1.0 1.0
RAIZ 1.0 2.7 1.0 3.2 1.0 2.5 1.0 0.4

PANOJA 1.0 1.5 1.0 0.6




DGR

HERBIVORIA
HOJA LOCAL HOJA SISTEMICA TALLO RAIZ
A. Hypo A.Crue A.Cau A.Hypo A.Crue A.Cau A.Hypo A.Crue A.Cau A. Hypo A.Crue A.Cau
CT 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
6H 1.3 1.7 0.8 0.5 1.1 1.8 1.1 1.2 0.8 1.1 1.8 0.4
12H 0.6 2.1 2.1 1.0 0.9 2.2 1.0 2.1 0.8 2.2 0.6 0.3
24H 0.8 2.8 1.8 1.7 1.7 2.1 0.6 2.1 2.8 0.9 0.5 0.3
INFECCION BACTERIANA AVIRULENTA
CT 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.2 1.0 1.0
6H 1.3 1.0 1.3 2.1 0.8 1.7 1.2 1.0 0.9 1.4 0.7 0.6
12H 0.7 3.2 1.2 1.0 1.9 1.8 0.9 2.3 1.1 0.8 0.9 0.7
24H 0.0 0.4 0.3 0.8 0.0 0.9 0.5 0.5 0.8 1.5 0.5 0.4
INFECCION BACTERIANA VIRULENTA
CT 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
6H 0.4 0.5 0.6 0.8 0.5 0.8 0.6 1.1 1.4 1.1 0.9 0.7
12H 0.3 1.4 0.0 1.3 1.5 0.8 0.2 1.1 1.0 2.2 0.8 0.2
24H 0.4 0.6 0.3 0.4 0.6 0.8 0.5 0.8 1.1 0.9 0.2 0.5
SALINIDAD
HOJA TALLO RAIZ
CT 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
4d 0.3 0.0 0.1 0.4 0.2 7.7 1.1 0.2 2.7
7d 0.4 0.4 0.1 1.4 0.6 8.8 0.6 0.6 34.4
9d 0.5 0.4 0.0 0.5 0.6 8.2 1.2 2.9 3.8
DEFOLIACION
Vi V2 EP FL
CT TRAT TRAT CT TRAT CT TRAT
HOJA 1.0 1.9 1.0 1.9 1.0 12.7 1.0 1.7
TALLO 1.0 2.9 1.0 0.5 1.0 0.8 1.0 2.4
RAIZ 1.0 0.2 1.0 0.3 1.0 1.8 1.0 0.3
PANOJA 1.0 0.8 1.0 1.9
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DUF3407

HERBIVORIA
HOJA LOCAL HOJA SISTEMICA TALLO RAIZ
A. Hypo A.Crue A.Cau A.Hypo A.Crue A.Cau A.Hypo A.Crue A.Cau A. Hypo A.Crue A.Cau
CT 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
6H 1.1 1.0 1.3 0.7 1.0 0.5 1.2 0.6 1.6 0.9 0.8 0.7
12H 0.8 3.3 2.5 1.0 3.1 0.8 0.7 2.4 1.8 1.1 0.6 1.0
24H 2.3 1.0 0.4 1.0 0.6 0.3 1.0 0.3 1.3 0.9 0.5 0.3
INFECCION BACTERIANA AVIRULENTA
CT 1.0 0.8 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.2 1.0 1.0
6H 1.6 1.4 1.6 0.6 1.3 0.8 1.4 0.7 0.9 0.8 0.7 0.1
12H 2.0 1.3 1.1 1.1 0.5 0.4 0.7 0.6 0.5 0.7 0.9 0.1
24H 7.9 1.0 1.2 0.3 0.4 0.3 1.8 0.7 0.8 0.9 1.3 0.1
INFECCION BACTERIANA VIRULENTA
CT 1.0 1.0 0.8 1.0 1.0 0.7 1.0 1.0 0.9 1.0 1.0 1.1
6H 1.1 2.4 0.7 1.2 0.9 1.0 1.2 0.6 1.9 0.9 0.8 0.8
12H 0.8 0.8 0.0 0.8 0.4 0.4 0.4 0.9 1.0 1.2 1.5 0.7
24H 0.3 2.7 0.8 0.3 0.3 1.0 0.8 0.5 1.4 1.1 1.1 0.9
SALINIDAD
HOJA TALLO RAIZ
CT 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
4d 0.9 2.0 0.1 0.9 1.5 19.3 1.1 0.8 1.2
7d 1.2 0.9 0.0 1.6 2.4 9.1 1.1 0.7 0.9
9d 1.4 0.9 0.1 1.0 1.6 14.3 1.1 2.1 1.5
DEFOLIACION
Vi V2 EP FL
CT TRAT CT TRAT CT TRAT CT TRAT
HOJA 1.0 2.3 1.0 2.6 1.0 10.6 1.0 0.6
TALLO 1.0 3.1 1.0 1.0 1.0 1.3 1.1 0.2
RAIZ 1.0 0.5 1.0 0.6 1.0 1.3 1.0 0.3

PANOJA 1.2 1.0 1.0 0.4




DUF3407

HERBIVORIA
HOJA LOCAL HOJA SISTEMICA TALLO RAIZ
A. Hypo A.Crue A.Cau A.Hypo A.Crue A.Cau A.Hypo A.Crue A.Cau A. Hypo A.Crue A.Cau
CT 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
6H 1.1 1.0 1.3 0.7 1.0 0.5 1.2 0.6 1.6 0.9 0.8 0.7
12H 0.8 3.3 2.5 1.0 3.1 0.8 0.7 2.4 1.8 1.1 0.6 1.0
24H 2.3 1.0 0.4 1.0 0.6 0.3 1.0 0.3 1.3 0.9 0.5 0.3
INFECCION BACTERIANA AVIRULENTA
CT 1.0 0.8 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.2 1.0 1.0
6H 1.6 14 1.6 0.6 1.3 0.8 14 0.7 0.9 0.8 0.7 0.1
12H 2.0 1.3 1.1 11 0.5 0.4 0.7 0.6 0.5 0.7 0.9 0.1
24H 7.9 1.0 1.2 0.3 0.4 0.3 1.8 0.7 0.8 0.9 1.3 0.1
INFECCION BACTERIANA VIRULENTA
CT 1.0 1.0 0.8 1.0 1.0 0.7 1.0 1.0 0.9 1.0 1.0 1.1
6H 1.1 2.4 0.7 1.2 0.9 1.0 1.2 0.6 1.9 0.9 0.8 0.8
12H 0.8 0.8 0.0 0.8 0.4 0.4 0.4 0.9 1.0 1.2 1.5 0.7
24H 0.3 2.7 0.8 0.3 0.3 1.0 0.8 0.5 1.4 11 1.1 0.9
SALINIDAD
HOJA TALLO RAIZ
CT 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
4d 0.9 2.0 0.1 0.9 15 19.3 1.1 0.8 1.2
7d 1.2 0.9 0.0 1.6 2.4 9.1 1.1 0.7 0.9
od 1.4 0.9 0.1 1.0 1.6 14.3 1.1 2.1 15
DEFOLIACION
V1 V2 EP FL
CT TRAT CT TRAT CT TRAT CT TRAT
HOJA 1.0 2.3 1.0 2.6 1.0 10.6 1.0 0.6
TALLO 1.0 3.1 1.0 1.0 1.0 1.3 11 0.2
RAIZ 1.0 0.5 1.0 0.6 1.0 1.3 1.0 0.3

PANOJA 1.2 1.0 1.0 0.4




3240

HERBIVORIA
HOJA LOCAL HOJA SISTEMICA TALLO RAIZ
A. Hypo A.Crue A.Cau A.Hypo A.Crue A.Cau A.Hypo A.Crue A.Cau A. Hypo A.Crue A.Cau
CT 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
6H 0.7 3.4 0.6 3.2 1.3 0.6 1.5 6.4 2.1 1.1 1.1 1.3
12H 0.5 2.7 2.2 1.4 1.9 0.5 0.8 1.0 0.4 2.8 0.4 0.9
24H 1.3 2.1 1.1 0.6 5.5 0.7 2.2 0.5 0.4 2.0 0.3 0.9
INFECCION BACTERIANA AVIRULENTA
CT 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.5 1.0 1.0
6H 1.7 1.1 1.3 0.6 1.4 0.6 1.1 1.1 0.4 1.4 0.6 0.0
12H 3.2 1.0 2.2 1.5 2.3 1.0 1.1 3.6 6.4 4.8 1.4 0.0
24H 1.9 0.7 1.8 0.6 2.3 0.7 4.0 1.9 1.1 1.2 0.6 0.0
INFECCION BACTERIANA VIRULENTA
CT 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
6H 0.6 1.9 0.9 1.4 1.2 1.6 1.4 1.1 0.9 5.5 1.2 2.0
12H 0.7 0.5 0.1 0.7 0.9 1.1 3.1 1.2 0.8 24.0 1.7 1.1
24H 0.2 3.0 1.0 0.7 0.4 1.2 0.3 1.1 1.0 9.1 1.5 1.8
SALINIDAD
HOJA TALLO RAIZ
CT 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
4d 1.4 15.9 0.1 0.5 1.3 4.8 0.5 2.7 4.2
7d 1.3 1.4 0.2 7.1 11.8 5.7 1.1 1.4 4.9
9d 0.2 2.2 0.3 0.7 9.6 16.0 95.9 4.6 13.1
DEFOLIACION
Vi V2 EP FL
CT TRAT CT TRAT CT TRAT CT TRAT
HOJA 1.0 2.2 1.1 0.5 1.0 3.5 1.0 0.7
TALLO 1.0 2.6 1.0 16.6 1.0 0.8 1.0 9.5
RAIZ 1.0 1.1 1.0 2.7 1.0 18.2 1.0 0.6

PANOJA 1.5 1.0 1.0 0.6




3844

HERBIVORIA
HOJA LOCAL HOJA SISTEMICA TALLO RAIZ
A. Hypo A.Crue A.Cau A.Hypo A.Crue A.Cau A.Hypo A.Crue A.Cau A. Hypo A.Crue A.Cau
CT 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
6H 2.4 3.8 0.9 1.0 1.9 0.3 2.7 0.5 0.7 1.5 1.3 1.0
12H 1.9 7.8 2.5 1.2 3.2 0.4 1.2 2.3 0.6 1.8 1.3 0.9
24H 2.5 18.9 1.1 0.2 2.2 0.2 2.5 0.9 0.3 1.6 1.3 1.1
INFECCION BACTERIANA AVIRULENTA
CT 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 2.0 1.0 1.0
6H 2.1 0.9 1.8 0.3 1.7 1.2 2.4 1.0 1.9 1.1 0.6 0.1
12H 9.1 4.0 3.4 1.3 4.6 1.2 2.0 1.3 18.7 1.7 0.7 0.2
24H 4.4 2.1 0.7 0.2 2.7 0.4 1.5 1.8 1.2 1.9 0.7 0.1
INFECCION BACTERIANA VIRULENTA
CT 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
6H 1.2 3.0 1.7 0.9 1.1 0.7 1.2 3.4 0.6 1.9 0.9 1.9
12H 3.8 0.8 0.2 0.7 3.2 0.6 1.4 13.0 1.3 2.3 1.9 1.3
24H 1.5 1.0 1.8 0.5 2.1 0.5 5.0 11.6 1.5 3.1 1.9 1.4
SALINIDAD
HOJA TALLO RAIZ
CT 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
4d 6.7 0.5 0.1 3.3 1.5 7.1 1.3 0.6 2.2
7d 5.1 1.2 0.2 2.2 1.4 4.2 2.0 0.8 1.5
9d 12.6 0.6 0.2 1.1 0.6 14.4 0.8 0.9 2.6
DEFOLIACION
Vi V2 EP FL
CT TRAT CT TRAT CT TRAT CT TRAT
HOJA 1.0 1.3 1.0 1.4 1.0 6.4 1.1 0.5
TALLO 1.0 0.6 1.0 3.0 1.0 5.9 1.0 2.5
RAIZ 1.0 1.3 1.1 1.7 1.0 0.7 1.0 0.1

PANOJA 1.6 1.0 1.0 0.5




2880

HERBIVORIA
HOJA LOCAL HOJA SISTEMICA TALLO RAIZ
A. Hypo A.Crue A.Cau A.Hypo A.Crue A.Cau A.Hypo A.Crue A.Cau A. Hypo A.Crue A.Cau
CT 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
6H 1.0 1.9 1.3 11.6 1.7 0.6 0.8 0.7 3.7 0.9 1.2 1.3
12H 1.3 2.8 2.8 8.4 1.6 0.7 1.0 2.5 2.8 1.7 1.5 2.2
24H 1.3 16.2 3.3 11.5 12.0 1.4 1.4 0.6 3.1 1.2 1.6 1.5
INFECCION BACTERIANA AVIRULENTA
CT 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 3.2 1.0 1.0
6H 1.9 3.0 1.9 0.5 1.3 0.5 0.9 0.9 0.9 0.0 1.1 0.0
12H 3.4 7.3 3.4 0.9 6.1 0.9 61.7 2.3 61.7 0.1 2.6 0.1
24H 3.1 4.4 3.1 0.6 2.5 0.6 2.4 0.9 2.4 0.1 0.9 0.1
INFECCION BACTERIANA VIRULENTA
CT 1.0 1.0 1.0 0.8 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
6H 0.4 2.3 1.4 0.4 1.1 1.6 1.3 1.3 1.3 1.4 1.0 0.9
12H 2.6 0.5 0.4 1.6 2.8 8.4 37.7 2.4 1.3 2.2 1.4 28.5
24H 0.5 3.3 2.0 0.3 1.3 1.9 0.7 1.4 1.7 1.1 1.3 1.7
SALINIDAD
HOJA TALLO RAIZ
CT 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
4d 0.8 17.3 0.1 1.9 0.9 2.9 0.3 1.2 2.8
7d 0.5 1.4 0.1 1.7 1.2 3.0 0.3 0.7 2.7
9d 1.9 0.8 0.1 0.5 2.8 10.6 6.2 3.3 5.7
DEFOLIACION
Vi V2 EP FL
CT TRAT CT TRAT CT TRAT TRAT
HOJA 1.0 1.1 1.0 1.1 1.0 5.8 1.0 0.5
TALLO 1.0 2.7 1.0 1.6 1.0 1.1 1.0 5.5
RAIZ 1.0 0.1 1.0 0.1 1.0 0.5 1.0 0.6
PANOJA 1.0 0.9 1.0 0.4
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APENDICE 5. Plantas A. cruentus (a) y A. caudatus (b), después de la exposicién al estrés salino durante siete dias,
plantas de A. cruentus (c) y A. caudatus (d) al finalizar el estrés por herbivoria
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