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Resumen

La contaminacién de los suelos con altas concentraciones de metales es un problema que se ha
incrementado por el avance de la actividad minero-metallrgica a lo largo de la historia. Aunado a este
problema, la acidez de los suelos ocasiona efectos de toxicidad en plantas susceptibles, debido que a un
pH acido existe un aumento en la absorcidon de las formas biodisponibles de los metales. En las plantas,
la toxicidad por metales ocasiona como principales sintomas visibles, la inhibicion en el crecimiento de
la raiz primaria y clorosis foliar, sin embargo, se ha visto que algunas especies de plantas son capaces de
tolerar estas condiciones. La tolerancia significa una reducciéon en la absorcion de los metales, la
activacion de mecanismos internos de la planta para contender con estas condiciones de estrés (tales
como la respuesta al estrés oxidativo) y la acumulacién de metales en el interior de la misma, lo que
permite mantener la homeostasis y la integridad de las células. Estos mecanismos de tolerancia en la
planta requieren una coordinacién de procesos fisiolégicos y bioquimicos algunos de los cudles requieren
de cambios en la expresidn génica global. Sin embargo, la integraciéon de los mecanismos de tolerancia
para generar una respuesta fenotipica actualmente sigue siendo objeto de estudio.

Fagopyrum esculentum (Polygonaceae) puede tolerar altas concentraciones de aluminio (Al) mediante
la acumulacion en sus hojas, y se ha reportado ser tolerante también a cobre (Cu) y zinc (Zn). Estudios
anteriores, en el laboratorio, con plantulas de 2 dias de edad, mostraron que F. esculentum responde de
manera general al Al, Cu o Zn, presentando una inhibicion en el crecimiento de la raiz en las primeras
horas de exposicion (0-48 h) y recuperando su crecimiento y desarrollo de manera normal a tiempos
posteriores (72 h en adelante). Para conocer cudles son los genes que participan en la respuesta
fenotipica que es comun a éstos tres metales, se realizé un analisis comparativo de transcriptomas de
puntas de raiz (= 1 cm) utilizando la tecnologia de microarreglos, exponiendo a plantulas de F.
esculentum a los iones metdlicos Al, Cuy Zn (de manera independiente) durante 24 y 48 h. Se determind
que 264 genes son inducidos (z = 1.5) en comun en respuesta a los tres metales a las 24 h, y sélo 51
genes son compartidos a las 48 h. El analisis funcional de los grupos de genes en comun a Al, Cuy Zn,
revelé que a las 24 h en F. esculentum, existen genes inducidos que ya han sido reportados por su
participacién en respuesta a diferentes metales en diversas plantas tolerantes o sensibles, genes tales
como los transportadores de metales: ZIP10 (ZINC TRANSPORTER 10 PRECURSOR), ATMRP1
(MULTIDRUG RESISTANCE-ASSOCIATED PROTEIN 1), YSL1 (YELLOW STIPE LIKE 1) y MATE (MULTI-
ANTIMICROBIAL EXTRUSION PROTEIN); genes de respuesta antioxidante como TH2 (THIOREDOXIN F2);



y genes implicados en la ligacién de metales en el citoplasma PCS1 (PHYTOCHELATIN SYNTASE 1);
también se encontraron genes que codifican para proteinas implicadas en la sintesis o percepcidon de la
hormonas como ERF2 (ETHYLENE RESPONSE FACTOR-2), ASA1 (ANTHRANILATE SYNTHASE 1), genes del
tipo SAUR (SMALL AUXIN UPREGULATED) de respuesta regulada por auxinas y el gen ZEP (ZEAXANTHIN
EPOXIDASE). De estos genes se seleccionaron para su clonacién los genes FeYSL1 (YELLOW STRIPE LIKE
1), dos formas no alélicas del gen FeYSL3 (YELLOW STRIPE LIKE 3), FeZEP (ZEAXANTIN EPOXIDASE) y
FeASA2 (ANTHRANILATE SYNTHASE a2) de los cuales se obtuvieron cDNAs parciales. Finalmente se
realizé un ensayo de expresion por PCR-semicuantitativa, cuyos resultados no fueron concluyentes, pero
si podria ser util en la estandarizacién de la técnica bajo las condiciones experimentales manejadas en
este estudio. En conclusidn, este trabajo aporta informacidn y conocimiento sobre la induccién de genes
en comun en respuesta a los metales Al, Cuy Zn en Fagopyrum esculentum, una planta tolerante a estos
metales.

Abstract

The contamination of soils with high concentrations of metals is a problem that has been increased by
the progress of mining-metallurgical activity throughout history. In addition to this problem, the acidity
of soils causes toxicity effects on susceptible plants, because at an acidic pH there is an increase in the
absorption of the bioavailable forms of the metals. In plants, metal toxicity causes as main visible
symptomes, inhibition in primary root growth and leaf chlorosis, however, it has been reported that some
plant species are able to tolerate these conditions. Tolerance means a reduction in the absorption of
metals, the activation of internal mechanisms of the plant to cope with these stress conditions (such as
the response to oxidative stress) and the accumulation of metals inside the plant maintaining the
homeostasis and the integrity of the cells. These mechanisms of tolerance in the plant require a
coordination of physiological and biochemical processes, some of which require changes in global gene
expression. However, the integration of tolerance mechanisms to generate a phenotypic response is
currently under study.

Fagopyrum esculentum (Polygonaceae) is able to tolerate high concentrations of aluminum (Al) by
accumulation in its leaves, and also has been reported to be tolerant to cupper (Cu) and zinc (Zn).
Previous studies in the laboratory with 2-day-old seedlings showed that F. esculentum responds
generally to Al, Cu or Zn, presenting an inhibition in root growth in the first hours of exposure (0-48 h)
and recovering its growth and development in a normal way to later times (72 h later). In order to know
which genes are involved in the phenotypic response that is common to these three metals, a



comparative analysis of root tip transcriptomes (= 1 cm) was performed using microarray technology
exposing F. esculentum seedlings to metal ions Al, Cu and Zn (independently) for 24 and 48 h. It was
determined that 264 genes are induced (z 2 1.5) in common in response to all three metals at 24 h, and
only 51 genes are shared at 48 h. The functional analysis of the groups of induced genes in common with
Al, Cu and Zn revealed that at 24 h there are genes that have already been reported for their role in
response to different metals in various tolerant or sensitive plants. Genes such as metal transporters:
ZIP10 (ZINC TRANSPORTER 10 PRECURSOR), ATMRP1 (MULTIDRUG RESISTANCE-ASSOCIATED PROTEIN
1), YSL1 (YELLOW STIPE LIKE 1) and MATE (MULTI-ANTIMICROBIAL EXTRUSION PROTEIN); antioxidant
response genes such as TH2 (THIOREDOXIN F2); and genes involved in the ligation of metals into the
PCS1 cytoplasm (PHYTOCHELATIN SYNTASE 1); genes encoding proteins implicated in the synthesis or
perception of hormones such as ERF2 (ETHYLENE RESPONSE FACTOR-2), ASA1 (ANTHRANILATE
SYNTHASE 1), SAUR (SMALL AUXIN UPREGULATED) type of auxin-regulated response ZEP gene
(ZEAXANTHIN EPOXIDASE). We selected for cloning genes such as FeYSL1 (YELLOW STRIPE LIKE 1), two
non-allelic forms of the FeYSL3 (YELLOW STRIPE LIKE 3), FeZEP (ZEAXANTIN EPOXIDASE) and FEASA2
(ANTHRANILATE SYNTHASE ae2). A semi-quantitative PCR assay was performed with these cloned genes,
the results were not conclusive but they could be useful in the standardization of the technique under
the experimental conditions handled in this study. In conclusion, this work provides information about
the induction of genes in common response to metals such as Al, Cu and Zn in Fagopyrum esculentum,
a tolerant plant.



1. Introduccion

1.1 Problema de la contaminacién del suelo por metales tdxicos

Los metales se encuentran naturalmente en los suelos terrestres en concentraciones que se consideran
traza y que raramente superan los 1000 mg Kg! de suelo. La concentracion de los metales aumenta en
sitios préximos a afloramientos o yacimientos naturales, y, principalmente por actividades humanas
como la mineriay la agricultura (Alloway, 2013). Esto ha generado una acumulacién y, por consiguiente,
la contaminacion de los suelos en todo el mundo por metales como el Cd, Cu, Cr, Zn, Niy Pb (Raymond
et al., 2014; Mohammed et al., 2011). Segun registros mas de 350 sitios en el planeta se encuentran
contaminados por la mineriay el procesamiento de minerales. Geograficamente, lo sitios se encuentran
en la mayoria de los continentes y en casi 50 paises. Africa, Europa del Este y Sudeste de Asia son la
regiones mas representativas en cuanto a contaminacién debida a la actividad minera (BLACKSMITH
INSTITUTE, 2012), pero sin duda este es un problema que afecta a todas las regiones del mundo

(Reichman, 2002; Brown et al., 2014).

En México?, la actividad minera se desarrolla principalmente en los estados del norte y centro del pais,

como son: Coahuila, Chihuahua, Durango, San Luis Potosi, Sonora y Zacatecas, donde se producen




actualmente tres cuartas partes del valor total de la produccién minera nacional, y como resultado de
esta actividad, en estas entidades federativas se generan millones de toneladas de residuos mineros por
ano. Se estima que cada afio se generan mas de 100 millones de toneladas de residuos, principalmente
en los estados de Sonora, Chihuahua y Zacatecas. La mala disposicién de estos residuos ha generado un
problema de contaminacion en el pais, representando un riesgo no soélo para la conservacion de los
ecosistemas, sino también para la salud de la poblaciéon en el area (México, Diario Oficial de la

Federacion, 2009).

La preocupacién por la contaminacidon se relaciona con el impacto ecotoxicolégico que las altas
concentraciones de metales pueden tener sobre los organismos del suelo, teniendo un efecto directo en
la productividad de cultivos en sistemas agricolas y en la salud humana. La dieta para la mayoria de los
individuos, es la mayor fuente de exposicidn a los metales, debido a que los metales pueden acumularse
dentro de los tejidos de las plantas, entrar a las cadenas alimenticias y mediante el consumo de
vegetales, pueden causar efectos en la salud de los humanos (i.e. envenenamiento secundario) (Vries et
al., 2013). A su vez la contaminacién atmosférica y de los cuerpos de agua, en sitios cercanos a minerias
o lugares donde se trabaja con metales, representan fuentes de exposicion significativas para los
humanos en el drea y pueden ocasionarle de igual forma problemas de salud por ingesta e inhalacion

(Tchounwou et al., 2012)

1 Actualmente en México no se tiene una base de datos que permita integrar un inventario de residuos mineros, por lo que no existe

informacion estadistica reciente acerca de su generacion (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, 2016).



El efecto téxico de los metales en las plantas depende de su concentracion y de su disponibilidad, esta
ultima, estd influida por las propiedades del suelo tales como el pH (Groenenberg et al., 2010). En suelos
fuertemente acidos (pH < 4.5), los nutrientes metalicos para las plantas Zn, Cu, Fe, Mn, asi como el Al un
metal toxico, se vuelven mayormente biodisponibles. El Al (el tercer elemento mas abundante en la
corteza terrestre), se solubiliza en suelos acidos, en su forma biodisponible como catién trivalente (Al3*).
Se ha estimado que aproximadamente el 50% de la tierra cultivable, tiene problemas de acidez en los
suelos con toxicidad por Al3*, y por lo tanto, hay un decremento en la productividad de los cultivos

(Delhaize et al., 1993).

Por todo lo anterior, resulta importante el estudio de especies de plantas que sean capaces de crecer en
suelos contaminados con metales en niveles téxicos. Conocer qué plantas y los mecanismos que han
desarrollado para tolerar estas condiciones, es de utilidad en la seleccidn de especies vegetales para su

aprovechamiento como cultivos, o bien, en programas de fitorremediacion.

1.2 Toxicidad por metales en plantas

Algunos de los metales de transicion son esenciales para muchos de los procesos fisiologicos de las
plantas, estos elementos fueron adquiridos en el curso de la evolucion debido a sus propiedades
guimicas, tales como su participacidn en reacciones de oxido-reduccidon en condiciones fisioldgicas (Cu
y Fe), o por su fuerza como acidos de Lewis (Zn). Las propiedades de los metales de transicion que los
hacen indispensables para la vida, los hace facilmente fitotdxicos cuando se encuentran presentes en
exceso (Reichman, 2002). El término de fitoxicidad se utiliza a menudo para definir el efecto negativo
qgue los metales causan al inhibir el crecimiento de las plantas (Reichman, 2002) y depende de la
concentracion y disponibilidad de los metales en el suelo. Existen otros metales como el Pb, Al y Cd que

no son esenciales y que son considerados Unicamente como fitotdxicos.



La disminucién del crecimiento y el amarillamiento de las hojas (clorosis) son sintomas visibles de la
fitotoxidad por altas concentraciones de metales. Estos sintomas son consecuencia de la alteracion de
diferentes procesos fisiolégicos en la planta, uno de ellos es la competencia de los metales por la entrada
a la raiz, ya que al encontrarse en concentraciones mayores, los metales son absorbidos
preferencialmente en lugar de los nutrientes esenciales, provocando de esta manera sintomas de
deficiencia de otros micronutrientes. A nivel celular, los metales redox activos pueden participar en las
reacciones de Haber-Weiss y Fenton (figura 1) que resultan en la formacién del radical hidroxilo lo cual
genera estrés oxidativo (Azpilicueta et al., 2010). Los metales que no experimentan cambios en su estado
de oxidacién, no participan en las reacciones de Haber-Weiss y Fenton, sin embargo pueden generar de
manera indirecta especies reactivas de oxigeno al poseer similitud con otros elementos, y ademads, por
tener una gran afinidad por grupos sulfhidrilo, radicales amino, fosfato, carboxilo e hidroxilo; interfieren
con diversas moléculas (especialmente proteinas, lipidos y nucledtidos) bloqueando sus grupos
funcionales, modificando su conformacion, o, simplemente alterando su integridad. Esto, trae como
principal consecuencia, la inactivacion de enzimas que participan en vias metabdlicas clave como la
fotosintesis y la respiracidn, lo que finalmente genera un desajuste en las especies reactivas de oxigeno

provocando estrés oxidativo (Hodson, 2012; Hall, 2002).

Reaccion de Fenton
Fe2+/Cu+ + H,0, —>  Fe3+/Cu2+ + -OH +OH-
O, + Fe3*/CuZ* —> FeZ*/Cu* + 0O,

Reaccion de Haber-Weiss

Figura 1. Reacciones de Fenton y Haber-Weiss. En presencia de metales como el hierro o el cobre, el perdxido
de hidréogeno (H,0,) puede ser convertido en la especie sumamente reactiva radical hidroxilo (‘OH) en una
reaccién quimica catalizada por el metal, denominada reaccién de Fenton. El metal oxidado puede someterse a
una re-reduccién en una reaccion posterior con el radical anién superoéxido (O, ). Un mecanismo alternativo para
la formacidn directa de OH a partir de O, "y H,0, es la reaccidn independiente de la catdlisis del metal conocida
como reaccién de Haber-Weiss.



Un aspecto importante a considerar de la fitoxicidad, es la presencia simultanea (mezcla) de diversos
metales en altas concentraciones en los suelos, ya que cuando varios iones metalicos se presentan al
mismo tiempo, interactdan produciendo una serie de efectos sinérgicos o antagdnicos (Navarro-Aviid
etal., 2007). Existe un interés creciente en conocer qué especies vegetales y de qué manera son capaces
de tolerar las condiciones del suelo en presencia de mezclas de diversos metales, esto con el objetivo de
ampliar el conocimiento en el nimero de plantas que pueden ser candidatas para ser empleadas en

cultivos en suelos contaminados (Diez-Lazaro & Diez, 2008).

1.3 Mecanismos de tolerancia

Durante su evolucién, algunas especies de plantas fueron desarrollando mecanismos para hacer frente
a las situaciones de toxicidad por metales. Estos mecanismos se pueden clasificar en dos grandes
categorias: 1) restriccidon en la captacion (mecanismos de exclusién), y 2) mecanismos de tolerancia
interna (Clemens et al., 2001; Hossain, 2012; Lal, 2010), los cuales se describiran con mas detalle dentro

de esta seccion.

1.3.1 Restriccidn en la captacion

La estrategia de exclusion o evasidn consiste en impedir la entrada del metal por la raiz y asi evitar que
se distribuya dentro de la planta. Esta estrategia involucra, como principal mecanismo, la inmovilizacién
de los iones metadlicos, ya sea por su retencién en la rizosfera, por la liberacién de acidos organicos, por
la presencia de micorrizas, o bien, a través de su unidn a la pared celular de las células de la epidermis

de la raiz (Hossain, 2012).



- Retencion de los metales en la rizosfera: Mecanismos de exclusion por exudacion de dcidos orgdnicos

Para mantener los metales inmovilizados en la rizosfera, las plantas exudan quelatos, principalmente
acidos organicos, que pueden formar complejos con los metales en la rizosfera, impidiendo su entrada
a la planta. Por ejemplo, se ha reportado que cuando se crecen los genotipos tolerantes de Triticum
aestivum (Poaceae) a 200 uM de Al, producen una alta cantidad de acido malico en comparacién con los
genotipos sensibles (Delhaize et al., 1993). Por otro lado, se ha demostrado que plantas de Zea mays
(Poaceae) que crecen en elevadas concentraciones de Al (50 - 80 uM), aumentan su exudado de acido
citrico y esto solo se observa en cultivares tolerantes (Pellet et al., 1995). Finalmente, Fagopyrum
esculentum (Polygonaceae) (trigo sarraceno) es una especie tolerante que, cuando es expuesta a Al en

una concentracion de 150 uM, exuda cantidades apreciables de acido oxalico (Zheng et al., 1998).

Para poder llevar a cabo el flujo extracelular de diferentes acidos organicos, se han identificado
diferentes transportadores de los mismos. Uno de ellos es el transportador de malato activado por
aluminio ALMT (ALUMINUM-ACTIVATED MALATE TRANSPORTER), que se caracterizé como una proteina
de resistencia a Al, la cual actua principalmente activando el flujo extracelular de malato al medio, en
plantas de Triticum aestivum. La expresion heterdloga de este gen (TaALMT) en células de tabaco
(Nicotiana tabaccum) y cebada (Hordeum vulgare L.) activa la exportaciéon de malato y mejora la
resistencia al estrés por Al. En plantas transgénicas de A. thaliana se observa el mismo flujo extracelular

de malato y mayor resistencia a la toxicidad por Al cuando se expresa el gen TaALMT1 (Ryan etal., 2010).

-Micorrizas

Los hongos micorrizégenos arbusculares (HMA) son un tipo de biotréfos obligados de plantas superiores,
los cuales mejoran el crecimiento y desarrollo de estas, aumentando la obtencién de fosfatos,

micronutrientes y agua del suelo. También se ha reportado que los HMA estan presentes en las raices



de plantas creciendo en suelos contaminados con metales, donde juegan un papel importante en la
inmovilizacién de los metales protegiendo a la planta de estas condiciones. Las estrategias utilizadas en
la inmovilizacion de los metales por los HMA incluyen: 1) los metales pueden depositarse en la pared
celular y en vacuolas de las células fungicas, 2) los metales pueden unirse a metalotioneinas o
fitoquelatinas en el interior de las células de los HMA, 3) los hongos liberan glomalinas, un tipo de
glicoproteinas insolubles que se unen a los metales y los mantienen inmoviles en la rizosfera, y 4) la
adsorcion de los metales a estructuras fungicas como las hifas y vesiculas (Upadhyaya et al., 2010; Jan &

Parray, 2016).

-Unidn de los metales a la pared celular en la raiz

En la raiz, la pared celular de las células epidérmicas y del cortex de la raiz, juega un papel importante
en la inmovilizacion de los iones de metales ya que proporciona sitios pécticos, grupos histidil y
carbohidratos extracelulares, tales como calosa y mucilago, que, a partir de la unién de los metales a
estas moléculas, se evita la entrada de los metales al citosol (Manara, 2012). Sin embargo, dependiendo
de la especie de planta, la pared celular puede poseer un nimero limitado de sitios de absorcidn
disponibles, lo que sugiere que para algunas especies este mecanismo tiene un impacto minimo en la
tolerancia a metales. En genotipos de tabaco con caracteristicas particulares en la composicién de su
pared celular, se observaron diferencias en la sensibilidad a la toxicidad por Mn. Por otro lado, Silene
vulgaris ssp. Humilis, acumula diferentes metales en las células de la epidermis uniéndolos a proteinas
osilicatos en la pared celular (Bringezu et al., 1990). Estos datos sugieren que las propiedades quimicas
de la pared celular pueden ser moduladas para la captacion de metales y consecuentemente para la

tolerancia (Wang et al., 1992).



1.3.2 Mecanismos de tolerancia interna

Algunas especies de plantas son capaces de minimizar los efectos adversos de las altas concentraciones
de metales regulando su distribucién y translocacién a lo largo de sus drganos. Para lograr esto, las
plantas emplean una serie de transportadores y actividades metabdlicas en el interior de sus células,
qgue les permiten regular la entrada de los metales a través de la raiz y el transporte hacia la parte aérea
(Manara, 2012), lo cual las habilita para acumular los metales en concentraciones que la mayoria de las
especies no tolerarian. A estas plantas se les conoce como acumuladoras, ya que pueden almacenar el

metal de forma tal que se mantenga inactivo y sin generar dano alguno (Chaudhry et al., 1998)

- Transportadores de membrana

Las plantas poseen varias familias de transportadores relacionados con la captacion y la homeostasis de
metales, tanto en la membrana plasmatica como en el tonoplasto, estos ayudan a mantener las
concentraciones de metales en niveles que la planta pueda tolerar. Dependiendo de su funcidn, los
transportadores se agrupan en dos categorias: 1) los transportadores de entrada al citoplasma vy
tonoplasto, y 2) los de salida de la célula (Paulose et al., 2008). Dentro de los primeros encontramos a
miembros de la familia ZIP (ZINC-REGULATED TRANSPORTERS), IR (IRON-REGULATED TRANSPOTERS,
NRAMP (NATURAL RESISTANCE ASSOCIATED MACROPHAGE PROTEIN), ABC (ATP-BINDING CASSETTE) y
YSL (YELLOW-STRIPE-1-LIKE). Por otro lado, tenemos los transportadores para la salida de sustancias del
citoplasma: CDF (CATION DIFFUSION FACILITATOR), ATPasas tipo P, la familia de transportadores del tipo
ABC, entre éstos Ultimos se encuentran los trasportadores MRP (MULTRIDRUG RESISTANCE PROTEIN).
En esta categoria, también podemos encontrar a transportadores multiples de drogas como: MFS
(MAJOR FACILITATOR SUPERFAMILY), SMR (SMALL MULTIDRUG RESISTANCE), RND (NODULATION-CELL
DIVISION) y MATE (MULTIDRUG AND TOXIC COMPOUND EXTRUSION).



Algunos de los transportadores mejor estudiados pertenecen a la familia de transportadores YSL y se ha
propuesto que el mecanismo de accion de éstos transportadores es la movilizacion de metales como el
Fe, formando complejos con la nicotianamina (Waters et al., 2006). La nicotianamina (NA) es un
aminoacido no proteinogénico que se encuentra en todas las plantas superiores y, se ha observado por
estudios in vitro, que forma complejos estables con los metales: Mn, Fe, Co, Zn, Ni y Cu. Estudios
realizados en levaduras expresando el gen para la proteina de sintesis de nicotianamina (nicotianamina
sintasa), mostraron que la sobreexpresion de este gen es capaz de conferir resistencia a altas
concentraciones de Ni (Delphine et al., 2006). La nicotianamina se ha propuesto como un buen candidato
para el secuestro de metales y para el transporte via simplasto a través de la planta, debido a que esta
presente en brotes y raices en concentraciones que oscilan entre 200 y 500 nmol/g de peso fresco, y en
el xilema (20 uM) y floema (130 uM) (DiDonato et al., 2004). Miembros de la familia de proteinas YSL se
han descrito en diferentes especies, los cuales se expresan en diversos tejidos y se ha observado que se
encuentran conservados en cuanto a su funcién como transportadores NA-metal (DiDonato et al., 2004;
Delphine et al., 2006; Ryoichi et al., 2011). Junto con lo anterior y otros estudios de caracterizacion
molecular, histoldgica y bioquimica, se tiene evidencia sobre el posible papel de los YSL para el
transporte a distancia de diferentes iones metalicos (Fe, Zn, Niy Cu), en respuesta a las condiciones de
deficiencia o exceso de metales, que dependerd de las isoformas y de la especie de planta (Wang, et al.,

2013).

-Inactivacion de los metales en el citosol

Los metales en el interior de las células pueden participar en reacciones que perjudican el estado redox.
Por ejemplo, los metales capaces de modificar su estado de oxidacion como el hierroy el cobre (Fe?*/Fe3*
o Cu*/Cu?*) pueden participar en las reacciones de Haber-Weiss y Fenton que resultan en la formacién
del radical hidroxilo. Los metales que no experimentan cambios de dxido-reduccién, como el cadmio y

el plomo (Cd?* y Pb?*), no actuan directamente en la generacidn de especies reactivas de oxigeno pero



alteran el sistema de defensa antioxidante de la célula. Ademas, como se mencioné anteriormente, los
metales pueden unirse a moléculas importantes tales como los lipidos, las proteinas y los acidos
nucleicos y afectar procesos celulares. Por lo anterior, las plantas tienen que almacenar los metales en
el interior de las células empleando para ello quelantes de metales en el citosol; como ejemplo de lo
anterior se puede nombrar a dos péptidos especificos: fitoquelatinas y metalotioneinas que pueden
secuestrar a los metales en compartimentos subcelulares como las vacuolas. Ademas se han reportado
un gran numero de pequefnas moléculas (acidos organicos, aminoacidos y derivados del fosfato) que
también estan involucrados en la quelacion de metales en el interior de la célula (Tchounwou et al.,

2012).

-Sefalizacion en respuesta a los metales

Hormonas

Las hormonas de plantas o fitoreguladores estan involucradas en muchos procesos fisiolégicos y de
desarrollo, ademas de que juegan un papel crucial en la adaptacién de las plantas al estrés abidtico. Se
ha reportado un incremento en los niveles de hormonas como el acido abscisico, auxinas, etilenoy acido
jasmadnico en plantas de diferentes familias cuando son expuestas a diferentes metales (Viehweger,
2014). Por ejemplo, se ha sugerido que el etileno puede funcionar como una sefial en la transduccién al
estrés por Cd y Cu ya que, la exposicidn a estos metales, estimula la sintesis de etileno por medio de la
regulacidon de la expresion y la actividad de la ACC (acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico) sintasa
(Manara, 2012). Por otro lado, se ha visto que la inhibicién del crecimiento de la raiz de A. thalina en
presencia de Al esta mediada por la produccién de etileno, el cual puede actuar como seiial para alterar
lasintesisy el transporte de auxinas (Sun et al., 2010). Estos autores reportaron que la sintesis de auxinas
es estimulada en presencia de etileno ya que induce la expresion de los genes WEI2/ASA1 (WEAK

ETHYLENE INSENSITIVE2/ANTHRANILATE SYNTHASE al) y WEI7/ASA2 (WEAK ETHYLENE INSENSITIVE7/
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ANTHRANILATE SYNTHASE B1) que codifican para la subunidad a y B de la enzima limitante en la sintesis
de triptéfano, intermediario en la sintesis del acido indolacético. Ademas se ha reportado que, raices de
lineas mutantes de A. thaliana insensibles a etileno etrl-3 y ein2-1 y mutantes pin2 y aux1 (involucrados
en transporte de auxinas), mostraron un fenotipo insensible al Al. Se propone que estas hormonas,
puedan jugar un papel crucial en la respuesta al estrés por metales ya que estan implicadas en los

cambios en la morfologia de la raiz (Pei et al., 2009).

Factores de transcripcion

Se sabe poco del mecanismo por medio del cual los metales activan factores de transcripcién; es decir,
si la activacién es especifica para un metal en particular o si involucra una respuesta comun a varios
metales; si esta relacionada con el estrés oxidativo, o bien, si estd mediada por hormonas, y por ultimo,
si estd conectada con la respuesta al estrés en general (Shao el al., 2010). Algunos de los factores de
transcripcién que se han encontrado inducidos en plantas en presencia de metales son: el factor de
transcripcién OBF5 (OCS-ELEMENT BINDING FACTOR 5) el cual se induce por presencia de Cd en plantas
de A. thaliana. Se conoce que éste factor de transcripcién es inducido por auxinas, acido salicilico y por
especies reactivas de oxigeno, y se sugiere que estas moléculas son parte de la sefalizacidn en el estrés
por Cd (Shao et al., 2010). En otros trabajos con A. thaliana en presencia de Cd, se observé un aumento
en la expresidon de factores de trascripcion del tipo ERF (ETHYLENE-RESPONSIVE ELEMENT-BINDING
FACTOR) los cuales participan en la via de transduccion de sefales de respuesta al etileno (Manara,

2012).

1.4 Respuesta de defensa comun a los metales

Existen evidencias que sugieren que las plantas comparten mecanismos comunes de respuesta a la

exposicion a diferentes metales (Clemens, 2001). Estudios a nivel de transcriptoma de raices de arroz
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(variedad IR-64) que fueron expuestas por 24 h de manera independiente a diferentes metales: 100 uM
de As(V), Cd, Cr(VI) 6 Pb, mostraron grupos de genes compartidos que participan en la defensa de esta
planta a estos iones metdlicos (Dubey et al., 2014). Por otro lado, el andlisis de transcriptomas de raices
de A. thaliana (variedad Col-4) expuestas de manera independiente por 24 h a AlCl5 (25 uM), NaCl (50
mM), CdCl; (15 uM) 6 CuSO4 (1.6 uM), mostraron que existe una respuesta de induccion o activacion de
genes en comun a la exposicion con estas rizotoxinas. En éste estudio se reportaron genes inducidos que
codifican para las enzimas glutation S transferasas, peroxidasas, proteinas de unién a calcio (Ca) y

enzimas para la sintesis de la trehalosa (Zhao et al, 2008).

El rapido avance en la gendmica ha generado una gran cantidad de datos que permiten tener una mayor
comprension de las respuestas al estrés abidtico en varios sistemas de plantas. Actualmente, se estudia

las respuestas de las plantas a diferentes tipos de a nivel fisiolégico y molecular.

1.5 Modelo de estudio: Fagopyrum esculentum Moench var. Mancan

Fagopyrum esculentum (de aqui en adelante Fagopyrum) es una dicotileddnea perteneciente a la familia
de las Polygonaceas y al orden Caryophyllales. Es una planta anual de periodo de crecimiento corto (30-
45 dias), presenta un crecimiento indeterminado con una floracion de 5 a 6 semanas posterior a la
siembra, y tiene un ciclo de vida de 80 a 90 dias. Fagopyrum requiere polinizacion cruzada para producir
semillas, por lo que los insectos polinizadores son esenciales para la efectiva fertilizacién y produccién
de las mismas (Agri-Facts, 2001). Esta planta es capaz de crecer en suelos deficientes en nutrientes y
prefiere un clima fresco, himedo y un suelo arenoso bien drenado para crecer de manera dptima (Ratan
& Preeti, 2011). Ademas, Fagopyrum es una planta que requiere de un largo periodo de oscuridad (de
noche larga o de dia corto) para crecer adecuadamente. Esta planta sélo forma flores cuando la duracion

del dia es menor de 12 h (Campbell, 1997).
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Fagopyrum se conoce comunmente como trigo sarraceno o alforfén y fue uno de los primeros cultivos
en ser domesticados en Asia. Este cultivo se extendid a través de Asia a Europay fue traido a las colonias
americanas en el siglo XVII d. C. (Myers & Meinke, 1994). Su primer uso como alimento es probable que

se haya dado en China hace 5,000 a 6,000 afos.

Fagopyrum no es un cereal, pero las semillas (en sentido estricto aquenios) suelen clasificarse como
granos de cereal debido a su uso similar. El grano se utiliza generalmente como alimento humano y
animal: para la alimentacién de aves de corral y como harina para la preparacion de galletas, fideos,
cereales y cerveza. La proteina de trigo sarraceno es de excelente calidad y es alta en el aminodcido
esencial lisina (que no se encuentra en los cereales comunes). Ademas, es un cultivo multipropdsito ya
que las pequeiias hojas y los brotes se utilizan para la extraccion de rutina que es un metabolito
secundario utilizado en medicina, y también se puede aprovechar para producir miel de muy buena
calidad. Fagopyrum, se considera un cultivo de importancia secundaria en muchos paises, sin embargo,
ha persistido a lo largo de siglos de la civilizacion y se utiliza en casi todos los paises donde se cultivan

cereales. Los principales productores son China, Rusia, Ucrania y Kazajstan (Campbell, 1997).

Fagopyrum esculentum Moench, variedad Mancan, fue desarrollada en 1974 para suplir la demanda de
trigo sarraceno de semilla grande para el mercado de exportacion. Es un trigo sarraceno o alforfon de
tipo japonés de mitad de temporada que se desarrolld en la Estacion de Investigacion de Agricultura en
Canadd, Morden Manitoba. Su atributo principal es que sus semillas son de tamafio grande, lo que se
traduce en un facil descascarado y un mayor porcentaje de producto de molino, en comparacién con el

alforfon de semilla de tamano pequerio (Campbell, 1997).
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Figura 2. Fagopyrum esculentum Moench : a) brote floral; b) fruto y c) flor (tomada de Campbell, 1997).
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1.4.1 Tolerancia de Fagopyrum esculentum a los metales

Fagopyrum es conocida como una especie acumuladora de aluminio (Al**), por estudios realizados con
la variedad Jianxi (Shen et al., 2002) se sabe que el acido oxalico esta involucrado en esta especie, tanto
en la desintoxicacion interna como externa. Con respecto a la desintoxicacion externa se ha visto que,
cuando ésta planta se expone a Al?*, el oxalato es rapidamente liberado de las puntas de las raices. Tras
la captacion, el Al3* puede quelarse con el oxalato en la raiz, formando un compuesto no fitotdéxico
estable: Al-oxalato (Horbowiccz et al., 2011). Cuando el Al3* se transloca desde las raices, F. esculentum
llega a acumular > 400 mg Al kg'! de peso seco en sus hojas (Zheng et al., 1998). Sorprendentemente el
trigo sarraceno no acumula aluminio en las semillas. Este hecho resulta importante debido al potencial
del trigo sarraceno para ser empleado como cultivo en suelos acidos con Al3* disponible (Horbowiccz et
al.,2011). Ademas, Fagopyrum también es conocida por ser acumuladora de Cuy Zn y es capaz de tolerar
altas concentraciones de estos metales. Tani y Barrington (2005), expusieron a Fagopyrum a
concentraciones de Cu (0, 5, 10 y 15 mg/L) y Zn (0 y 25 mg/L) por arriba de los niveles normales

encontrados en aguas tratadas y observaron que esta planta puede acumular estos metales en sus hojas.

Recientemente, y después de haber realizado los microarreglos de la presente tesis, se realizé un estudio
a nivel transcripcional (RNA-Seq), de la respuesta de Fagopyrum esculentum Moench. de la variedad
asiatica cv Jianxi a la exposicion por 24 h de una concentracién de 20 UM de AICl; (en hojas y raices de
plantulas de 3 dias de edad). En este estudio se observd un aumentd en la expresion de 4,067 genes en
las raices y 2,663 en las hojas. Dentro de los genes de alta expresion se encontraron a STOP1/ART1
(SENSITIVE TO PROTON RHIZOTOXICITY1/AL RESISTANCE TRANSCRIPTION FACTOR1), ALS3 (ALUMINUM
SENSITIVE3), ALS1 (ALUMINUM SENSITIVE1), MATE1 y MULTIDRUG AND TOXIC COMPOUND
EXTRUSION1, homoélogos a los genes de Oryza sativa y A. thaliana (Yokosho et al., 2014).
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Ademas de estos reportes, en estudios previos en el laboratorio de Alelopatia del Instituto de Ecologia
(UNAM), plantulas de 48 h de germinacién de F. esculentum var. Mancan se crecieron en medio
hidropdnico en presencia de AICls, en el andlisis de crecimiento relativo de la raiz (RRG), las plantulas
presentaron una inhibicidn inicial del crecimiento de la raiz en las primeras horas del tratamiento (0-48
h), mostrando una recuperacion hacia las 72 h. En la figura 3 se observa que a partir delas 12 h, la planta
sometida a cualquiera de las concentraciones de AICl3, muestra una inhibicion en RRG, siendo mayor la
inhibicion en las concentraciones de 50 y 100 uM de AICls. A las 72 h de exposicidn, se observa que la
planta recupera su crecimiento radicular relativo (RRG) en alrededor de un 100% y 80% con respecto al
control para las concentraciones de 25 y 50 uM Al, respectivamente (Reyna-Llorens, et al., 2015).
Aunque las plantulas expuestas a 100 uM de AlClz continuaron presentando una inhibicion, a las 72 h se

observa que su crecimiento empieza a recuperarse.
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Figura 3. Tasa relativa de crecimiento de la raiz (RRG %) de F. esculentum a diferentes concentraciones de Al.
En la grafica se muestra un promedio de 3 ensayos independientes (n=20), las barras de error denotan el error
estandar del ensayo. Las letras muestran diferencias significativas de acuerdo al ANOVA (tomada de Reyna-
Llorens, et al., 2015).
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De igual forma, experimentos realizados con plantas de F. esculentum expuestas a Al durante su ciclo de
vida completo (plantulas hasta la floracién), mostraron una inhibicién temprana en el crecimiento de la
raiz. Sin embargo, a tiempos de exposicion posteriores a las 72 h, aun con la concentracién a la que la
planta presenta una mayor inhibicion del crecimiento de la raiz (100 uM de AICl3), se observé una
recuperacion en el crecimiento de toda la planta, lo cual se manifiestd al término de su ciclo de vida
(Martinez-Rendon, 2013). Para complementar estos resultados, se realizaron experimentos a nivel
fisiolégico (determinacién del crecimiento relativo y de la tasa fotosintética), ambos pardmetros no
presentaron diferencias significativas en ninguno de los tratamientos con Al (con respecto al control).
Resultados similares se encontraron al exponer plantulas de F. esculentum a diversas concentraciones
de Cuy Zn (durante las primeras 72 h de tratamiento y durante su ciclo de vida completo). De estos
trabajos se observd que las concentraciones de 50 uM de Al, 0.75 uM Cuy 2.5 uM Zn tuvieron un efecto
inhibitorio en el crecimiento de la raiz a las primeras 24 h de exposicidén, con una disminucidon en la RRG%
alrededor de un 35-40% (Cruz-Ortega, R. comunicacién personal). Sin embargo, éste efecto inhibitorio
no fue severo y permitio a la planta responder durante las horas siguientes. Estas evidencias podrian
sugerir la existencia de una respuesta de tolerancia comun a la exposicién a los iones metdlicos Al, Cuy
Znalas 24 h,enlaquelaplantarequiere untiempo de aclimatacion para contrarrestar los efectos toxicos
de los iones y de esta manera poder desarrollarse de manera normal. Con base en los antecedentes
mencionados, y con un analisis de microarreglos heterdlogo, realizado anteriormente, el interés del
presente trabajo fue el de analizar los resultados del microarreglo para conocer cémo la planta de F.
esculentum podria estar respondiendo al estrés ocasionado por Al, Cu y Zn, y conocer la existencia de

genes en comun en respuesta a estos tres metales.
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2. Hipotesis

El efecto similar que los metales causan en raices de Fagopyrum esculentum es consecuencia de la

induccion de la expresién de genes en comun

3. Objetivo general

Evaluar la respuesta de Fagopyrum esculentum a través de la expresidn génica, a los metales aluminio,

cobre y zinc.
3.1 Objetivos particulares:

Analizar los datos de microarreglos de plantulas de F. esculentum (2 dias de edad) expuestas a los

metales Al, Cuy Zn por 24 y 48 h.

Seleccionar, a partir de los resultados del analisis de los microarreglos, algunos de los genes compartidos
en respuesta a los metales Al, Cuy Zn a las 24 h de tratamiento, clonar y obtener la secuencia de estos

genes en F. esculentum.

Evaluar la expresién por PCR semicuantitava de los genes seleccionados a diferentes tiempos de
exposicion de los metales.
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4. Materiales y Métodos

4.1 Material vegetal

Todos los experimentos se realizaron con semillas de Fagopyrum esculentum var. Mancan, obtenidas de

Wildlife Management Solutions, Inc. Eutaw, Alberta, Canadd.

4.2 Ensayo de microarreglos

La obtencidon de tejido vegetal para el andlisis de transcriptomas por microarreglos se obtuvo de
germinar semillas de F. esculentum sobre agar al 1% en cajas de Petri de 10 cm de didmetro. Las cajas
con las semillas se colocaron en una cdmara de crecimiento (Labline Instruments, Inc. USA)a 26°Cen la
oscuridad. 48 h después de germinadas, las plantulas se sumergieron en una solucién de CaCl; a 0.5 mM,
pH 4.5 durante una hora, para su aclimatacién en medio acido. Posteriormente, las plantulas fueron
transferidas en recipientes de 500 mL y se trataron durante 24 y 48 h con las siguientes condiciones: la
primera condicidn consistidé en agregar una solucién de CaCl; 0.5 mM a pH 4.5 con 50 uM de AICls. Para
la segunda condicién se adiciond soluciéon de CaCl; 0.5 mM a pH 4.5 con 0.75 uM de CuSQ,. Para la
tercera condicidn se agrego solucion de CaCl, 0.5 mM a pH 4.5 con 2.5 uM de ZnSO4. Finalmente, la
cuarta condicién consintié en exponer las plantulas a CaCl, 0.5 mM pH 4.5 en ausencia de metales, ésta
se designé como condicién control. En estas soluciones no se afiadié ningun otro nutrimento ya que
estos podrian interactuar con los iones metdlicos disueltos y disminuir su actividad. Estas
concentraciones fueron seleccionadas con base en experimentos previos de curvas dosis respuesta, en
donde la exposicidn a estas concentraciones causé una disminucion apreciable en el crecimiento de la
raiz a las 24 h, pero sin causar un efecto severo, y en horas posteriores se observd una recuperacion

(Cruz-Ortega, R. comunicacion personal).
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Para este ensayo se empled el método de hibridacién competitiva por microarreglo heterélogo. Este
método emplea como sonda de hibridacién-base el genoma de una planta modelo, en este caso
Arabidopsis thaliana con el fin de estudiar el transcriptoma de F. esculentum (cuyo genoma no habia
sido secuenciado en ese momento (2013), ni el RNA seq se habia realizado (Yokosho et al., 2014), siendo
liberado el gendma hasta el 2015). La impresion de los arreglos consistié en fijar las sondas especificas
para cada gen en particular sobre un substrato, en este caso laminillas de vidrio recubiertas con epdxico.
Tanto la impresion de los arreglos, la preparacién de la sonda, la hibridacién de las matrices, asi como la
lectura de las intensidades para cada punto de la matriz de genes hibridados, se realizé en el servicio de
la Unidad de Microarreglos del Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Auténoma de
México, empleando para ello 10 ug de un “pool” de RNA total extraido de aproximadamente 60 plantas

tratadas.

4.2.1 Extraccion de RNA total

Para la extraccion de RNA total, se seccionaron las puntas de la raiz (= 1 cm) de las plantulas bajo las
cuatro condiciones mencionadas en la seccidon anterior. Las puntas de la raiz fueron sumergidas de
inmediato en nitrégeno liquido y almacenadas en tubos eppendorf a -80 °C hasta el momento de su uso.
Posteriormente se realizd la extraccion de RNA total del tejido colectado con el kit de aislamiento de
RNA (MOBIO) de acuerdo a las especificaciones del proveedor. La concentracidon y medicidn de la pureza
del RNA total se cuantificé por espectrofotometria a 260 nm empleando un espectrofotdmetro UV-Vis
NanoDrop 2000. Se verificé laintegridad del RNA en un gel de agarosa al 2% con formaldehido y bromuro
de etidio para su visualizacién. Los geles se expusieron a luz ultravioleta en el equipo BioDoc-It Imagen

System.
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4.2.2 Preparacion de la sonday la hibridacién de arrays.

El RNA total extraido se utilizd en la sintesis de cDNA vy se le incorporaron los nucletdtidos marcados
dUTP-Alexa555 (GREEN) para la condicidn control y dUTP-Alexa647 (RED) para la condicion de estudio.
La incorporacion del fluoroforo se analizd mediante la medicion de la absorbancia a 555 nm para
Alexa555 y 655 nm para Alexa 647. La lectura se realizd en un espectrofotometro UV-Vis NanoDrop 2000.
A continuacion se mezclaron en cantidades iguales ambos cDNA marcados y se incubaron juntos para la
hibridacion con su cDNA complementario inmovilizado en la matriz del microarreglo. Cuanto mayor sea
la hibridacién de una sonda correspondiente con un punto en la matriz, indica una mayor expresién de

mensajero.

4.2.3 Adquisicién de datos y andlisis de las imagenes de la matriz

La adquisicién y cuantificacion del conjunto de imdgenes se realizéd en un lector para microarreglos
GenPix 4100A. Para cada punto de la matriz se obtuvo el valor de intensidad de las sefiales del fluoréforo
Alexa555 y Alexa655, asi como el valor de fondo, usando el software ArrayPro Analyzer de Media

Cybernetics.

4.2.4 Andlisis de los datos de microarreglos

Del ensayo de microarreglos se obtuvieron dos imagenes de intensidad de puntos en la matriz, una de
las imdgenes corresponde a la senal para el flioroforo Alexa555 que se empled para marcar la condicion
control, la segunda imagen corresponde a la sefial del fluéroforo Alexa647 que se usé para marcar la

condicion de estudio.

Los resultados de la lectura de lasimagenes de los arreglos se expresaron como datos de intensidad para

cada punto correspondiente a un gen especifico. Las intensidades se analizaron empleando el software
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libre GenArise, desarrollado en la Unidad de Cdmputo del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM
(http://www.ifc.unam.mx/genarise/). Este software lleva a cabo una serie de transformaciones como
son la correccién de fondo, la normalizacion de los datos, la filtracién de datos de intensidad vy Ia
seleccidén de genes expresados diferencialmente. El objetivo del software GenArise es identificar los
genes que muestran una buena evidencia de ser expresados diferencialmente. Para esto, el software
identifica entre dos imagenes de intensidad sobrelapadas (condicidon 1 VS condicion 2) la expresién
diferencial de genes mediante el cdlculo del valor z, que indica el nUmero de desviaciones estdndar de
un punto de intensidad con respecto a la media aritmética de la vecindad de puntos, empleando la

siguiente formula:

zi = (R — media(R)) / sd(R)

Donde z; es el valor de z correspondiente a cada elemento, R; es la relacion logaritmica entre las sefiales
de intensidad de los fluoréforos para cada elemento, y sd(R) es la desviacion estandar de la variable R

de los puntos de intensidad.

De esta manera los puntos que muestran un valor z 2t 1.5, representan los genes que se expresan

diferencialmente, ya sean de alta o baja expresion segln sea el caso.

Para la identificacion de los grupos de genes de alta expresién en respuesta especifica para cada metal
y de respuesta comun para los tres metales, se realizaron diagramas de Venn usando la herramienta
bioinformatica http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn. Posteriormente, los genes se
analizaron 'y clasificaron empleando los servidores online Classification SuperViewer

(http://bar.utoronto.ca/ntools/cgi-bin/ntools_classification_superviewer).

22


http://bar.utoronto.ca/ntools/cgi-bin/ntools_classification_superviewer

4.3 Seleccién de genes para el aislamiento y clonacién de la secuencia parcial

El criterio de seleccidn de los genes para su posterior clonacion, fue con base en un analisis exhaustivo
en la literatura sobre la relacion de los genes de alta expresion con la respuesta al estrés por metales; a
partir de éste analisis se seleccionaron cuatro genes: 1) el gen AtMRP1 (ARABIDOPSIS THALIANA
MULTIDRUG RESISTANCE-ASSOCIATED PROTEIN), 2) el gen que codifica el transportador de complejos
METAL-NICOTINAMINA similar al locus yellow stripe de maiz (ARABIDOPSIS THALIANA YELLOW STRIPE
LIKE 1, ATYSL1), 3) el gen ATERF-2 (ETHYLENE RESPONSE FACTOR- 2), y ) el gen ASA1 (ANTHRANILATE
SYNTHASE ALPHA SUBUNIT 1 ASA1) que codifica la subunidad alfa 1 de la enzima anthranilato sintasa la
cual participa en la sintesis de auxinas. Estos genes resultaron interesantes debido a que se tienen
reportes de estar implicados en la respuesta a la presencia de metales y a otros factores de estrés

abidtico.

4.4 Aislamiento, clonacién y secuenciacion de fragmentos de los genes seleccionados

4.4.1 Disefio de oligonucléotidos degenerados

De acuerdo con la matriz de hibridacion de A. thaliana empleada en el microarreglo, los genes
seleccionados para su clonacién corresponden con los nimeros de accesién en la base de datos TAIR

(The Arabidopsis Information Resource) que se muestran en la tabla 1:
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Tabla 1. Genes seleccionados y nimero de accesion o ID en TAIR

Gen Numero de Accesion en TAIR
ANTRANILATO SINTASA ALFA SUBUNIDAD 1, (ASA1) At5g05730
ATYSL1, PROTEINA TIPO YELLOW STRIPE 1, (YSL1) At4g24120
FACTOR DE RESPUESTA A ETILENO 2, (ERF2) At5g47220
ARABIDOPSIS THALIANA ATP-BINDING CASSETTE C1, Proteina asociada a la At1g30400
Resistencia a multiples drogas (MRP1)

En el disefo, uno de los oligonucléotidos (iniciador reverso o iniciador hacia delante) se generd a partir
de la secuencia de oligonucledtidos establecida inicialmente por la libreria empleada en el ensayo de
microarreglos (A. thaliana). El segundo oligonucléotido (iniciador reverso o iniciador hacia delante) se
disefid con base en las regiones conservadas tanto en la secuencia de proteina como en las secuencias
nucledtidicas de diferentes especies de plantas, después de hacer alineamientos usando el servidor

CLUSTALOMEGA  (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Las regiones seleccionadas se

degeneraron en los puntos con cambios de bases nucleotidicas, usando los nucleétidos con mayor
presencia entre las especies analizadas. La tabla 2 muestra los cebadores disefiados para cada gen, la
nomenclatura para los transcritos se designd empleando las abreviaturas correspondientes para los

genes en TAIR (Tabla 1) antecedidas de las letras Fe, que refieren a la planta Fagopyrum esculentum.
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Tabla 2. Secuencias de los oligonucléotidos y condiciones para la reaccidon de amplificacion por PCR.

Programa de PCR

Transcrito Secuencia Tamaiio esperado
del producto (pb)

FeASA1 F-5" GCAGGAGACATATTTCAGATCG 3’

R-5" ACWGGYAAWGCMGCACGYAGS 3’ 563
FeYSL1 F-5’ACYGCKGTTCTCATYAATGG 3’

R-5 'TGCCGTAGTTATAAGCCATGTT3’ 753
FeERF2 F-5" AGAGGRGTGAGRCAGAGRC(C3’

R-5" ACACTTCACCTGCACCACCTC3’ 336
FeMRP1 F-5" CRAGTYTRGCTGAGAATA 3’

R- 5’ CGTTTGCAGTTCCTGTAC 3’ 849

Un ciclo de desnaturalizacién
inicial (90°C por 3 min); 30
ciclos de 3 pasos (90°C por 30s
para la desnaturalizacién, 55°C
por 30 s para la hibridacién, y
70°C por 30s para la extensidn)
y un ciclo final de extension
(70°C por 10 min).

*|as letras en rojo indican las bases degeneradas.

4.4.2 Disefio de oligonucléotidos especificos.

Con el fin de optimizar la amplificacidn de genes en F. esculentum y con base en la secuencias de los

fragmentos del gen potencial FeYSL1?, que habia sido posible obtener por secuenciacion hasta el

momento en nuestro laboratorio, se disefiaron oligonucléotidos especificos (Tabla 3).

2 Este gen finalmente resultd ser el FeYSL3 como se menciona mas adelante.
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Tabla 3. Secuencias de los oligonucléotidos y condiciones para la reaccién de amplificacion por PCR.

Transcrito Secuencia Tamano Programa de PCR
esperado del
producto (pb)
FeYSL3 F1-5'TATGTTGGAGCTGGAATGATAT3’ Un ciclo de
R1-5’AAGCAATCCAAACCGGAATA3’ 375 desnaturalizacién inicial

(90°C por 3 min); 28 ciclos
de 3 pasos (90°C por 30s
F1-5'TATGTTGGAGCTGGAATGATAT3’ para la desnaturalizacion,
R2-5’ATATTCTTTTCCTTCAACATGGCAT3’ 272 60°C por 30s para la
hibridacion, y 70°C por 30s
para la extension); y de un
F2-5’ACTGCTGTTCTCATCAATGG3’ ciclo final de extension
R3-5'GCCGTAGTTGTAAGCCATGTT3’ 745 (70°C por 10 min).

Se logré la amplificacion del fragmento de 745 pb del gen FeYSL3 usando los oligos anteriores, y a partir
de la secuencia obtenida se procedié nuevamente a desarrollar otros oligos especificos Unicamente para

el gen FeYSL3 (Tabla 4).

Tabla 4. Secuencias de los oligonucledtidos y condiciones para la reaccion de amplificacion por PCR.

Transcrito Secuencia Tamafio esperado Programa de PCR
del producto (pb)

FeYSL3 F1-5' TACTTTTGGATTGCAGGCTTGGA 3’ 210 Un ciclo de desnaturalizacion
R1-5'TAACCATTGAGACTTTTCATACTGCT3’ inicial (90°C por 3 min); 28 ciclos de
3 pasos (90° C por 30s para la
desnaturalizacion, 60° C por 30s
para la hibridacién, y 70°C por 30s
para la extension); y de un ciclo
final de extension (70° C por 10
min).

Asi mismo, se procedid a emplear una ultima estrategia para el disefio de oligonucléotidos para los genes
YSL1y ASA1. Ademas, se afiadié un gen a la lista para su caracterizacion, el ABA1 o ZEP (id: AT5G67030),

este gen se encuentra dentro del grupo de genes de alta expresién que se identificaron en el
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microarreglo y los cuales son compartidos en respuesta a los metales a las 24 h. El gen ABA1 codifica
para la proteina zeaxantin epoxidasa, la cual participa en la primer etapa de sintesis de acido abscisico,
hormona que estd relacionada cominmente con el estrés hidrico en plantas. Para la estrategia del disefio
de oligonucléotidos, se realizaron alineamientos de las secuencias reportadas de los genes de A.
thaliana, de F. tartaricum y de otras especies de plantas. Del alineamiento se seleccionaron las regiones
conservadas en secuencia nucleotidica y se sometieron a un segundo alineamiento con secuencias
procedentes de un ensayo de RNA-seq de raices de F. esculentum, el cual se encuentra disponible con
el numero de accesion DRX007657 en NCBI-SRA. Con éste ultimo alineamiento, se fueron obteniendo
fragmentos cortos (100 pb) de secuencia, los cuales fueron ensamblados de manera manual a fin de
obtener alrededor de 500 pb ensambladas. A partir de estas secuencias se disefiaron diversos juegos de
oligonucléotidos especificos: 1) para la amplificacién de fragmentos largos, y 2) para la amplificacion de
fragmentos cortos, los cuales fueron empleados para las pruebas de expresion por PCR semicuantitativa

(Tabla 5).
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Tabla 5. Secuencias de los oligonucléotidos y condiciones para la reaccion de amplificaciéon por PCR.

R3-5'GCATGC CCGAAACCTGA 3’

Transcrito Secuencia Tamaiio Programa de PCR

esperado del
producto (pb)

FeYSL1 F1-5’AAGGATATGAGAGACTCCGACGA 3’ 395 Un ciclo de desnaturalizacion inicial (90°C por
R1-5’ACACCAGCTAACTCATAAGTCTTCTT 3’ 3 min); 28 ciclos de 3 pasos (902 C por 30s
F1-5’AAGGATATGAGAGACTCCGACGA 3’ 465 para la desnaturalizacion, 60°C por 30s para la
R2-5'GAATAGATAAGAAGTCATCCAACCAACA hibridacion, y 70°C por 30s para la extensién);
3’ y un ciclo final de extension (70° C por 10
F1-5’AAGGATATGAGAGACTCCGACGA 3’ 561 min).
R3-5’AGTAGCCATTCCACTTGGGTATG 3’

F2-5’ATGGACCGAGCAGATCACGTTA 3’ 321
R1-5’ACACCAGCTAACTCATAAGTCTTCTT 3’
F2-5’ATGGACCGAGCAGATCACGTTA 3’ 391
R2-5'GAATAGATAAGAAGTCATCCAACCAACA

3

F2-5’ATGGACCGAGCAGATCACGTTA 3’ 487
R3-5’AGTAGCCATTCCACTTGGGTATG 3’
F3-5’AAGAAGACTTATGAGTTAGCTGGTGT 3 189
R3-5’AGTAGCCATTCCACTTGGGTATG 3’

FeASA1 F1-5'CAGATCGTGCTGAGTCAACGT 3’ 461

R1-5’ACAGGCAATGCAGCTCGCAA 3’
F1-5’CAGATCGTGCTGAGTCAACGT 3’ 375
R2-5'AGAGTACCGCTCGATGTTCATCA 3’
F2-5'TGAAATCCTCACCCGTGTGAAGA 3’ 321
R1-5’ACAGGCAATGCAGCTCGCAA 3’
F2-5'TGAAATCCTCACCCGTGTGAAGA 3’ 235

R2-5'AGAGTACCGCTCGATGTTCATCA 3’

FeZEP F1-5'TGTCCATGCTATGCAGCCAAACAT 3’ 619

R1-5’AGGGCATAGTCATCTTCAAACCA 3’
F1-5'TGTCCATGCTATGCAGCCAAACAT 3’ 643
R3-5'GCATGCTTTTCCGAAACCTGA 3’
F2-5'TTCACGGAATGGCAAGAATGGCA 3’ 274
R1-5’AGGGCATAGTCATCTTCAAACCA 3’
F2-5'TTCACGGAATGGCAAGAATGGCA 3’ 440
R2-5’AACCTGAGGATAAGGCAGCACGA 3’

F2-5'TTCACGGAATGGCAAGAATGGCA 3’ 445
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4.4.3 Amplificacion

Para la obtencién de los fragmentos de los genes deseados se empled la reaccion en cadena de la DNA
polimerasa, empleando para ello la enzima Tag-Polimerasa recombinante (Invitrogen) y los
oligonucléotidos disefiados para cada secuencia. Para la amplificacidn se aislé6 RNA total de muestras de
raices de plantulas de F. esculentum expuestas durante 24 ha 50 uM de Al (concentracidon que se empled
en el microarreglo). La extraccién de RNA total se realizé empleando el kit de aislamiento de RNA (Zymo
Research) y la concentracién y medicion de la pureza del RNA total se cuantifico por espectrofotometria
a 260 nm empleando el equipo UV-Vis NanoDrop 2000. Posteriormente se verificé la integridad del RNA
en un gel de agarosa al 2% con formaldehido y bromuro de etidio para su visualizacion. Se llevé a cabo
la reaccion de retrotranscripcion correspondiente para cada muestra usando 1 pug de RNA, la enzima
transcriptasa reversa SuperScript Il (Invitrogen) y el oligo-dT (Invitrogen) de acuerdo con las
especificaciones determinadas por el proveedor. Finalmente, se llevd a cabo lareaccion de amplificacién
de los genes de interés y un control positivo de reaccién con el gen de referencia actina 7, cuyos
oligonucledtidos: F-5'CTGCCATGTATGTTGCCATC3’ y R-5'CAGCTTCCATTCCGATCATT 3’ generan un
producto de amplificacion de 400 pb (Reyna-Llorens et al., 2015). Empleando la enzima Taqg Polimerasa
recombinante (Invitrogen) y como templado el cDNA obtenido, se amplificaron los fragmentos de
secuencia que posteriormente fueron evaluados por corrimiento electroforético en geles de agarosa al

1 % en amortiguador TAE 1 X (Tris-Acetato-EDTA), usando bromuro de etidio para su visualizacion.

4.4.4 Purificacion de productos positivos

Los productos positivos de la amplificacién por PCR se purificaron directamente de la mezcla de reaccién
usando el kit de extraccién ILUSTRA GFX PCR and Gel Band Purification (GE Healthcare). Realizada la
purificacién se evalud la calidad del producto, para esto las muestras purificadas se sometieron a

electroforesis en gel de agarosa al 1% y se separaron por medio de un aparato electroforético (Enduro
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Horizontal Electrophoresis Systems 7X7 cm). Después de la corrida, se observaron las bandas del tamafio
esperado y el producto de PCR purificado se envié para su secuenciacion al laboratorio de Biologia

Molecular y de la Salud del Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Auténoma de México.

4.4.5 Clonacién

Los productos de PCR purificados, se ligaron a un vector de clonacién por medio del sistema pGEM -t

Easy (Promega). Posteriormente se llevd a cabo la transformacidon de células competentes de la linea

Escherichia coli DH50 por medio de choque térmico. Después de la transformacidn, las células se

sembraron en cajas de Petri con medio LB/ampicilia/X-Gal/IPTG y las cajas se colocaron en un horno a
37°C por 24 h. Pasado el tiempo de incubacion se procedié a seleccionar las colonias transformadas. Las
colonias color blanco (transformadas) se colectaron (de manera individual) y cada una se sembré en
tubos con 5 ml de medio LB con ampicilina (100 pg/ml). Los tubos se colocaron en un horno rotatorio en
la oscuridad y a una temperatura de 37°C por 16 h. Después se llevd a cabo la extraccién del plasmido
de las células por medio de lisis alcalina. Con la finalidad de corroborar que el pldsmido tuviera el
producto de PCR, se tomé una alicuota del mismo y se digirié con la enzima de restricciéon EcoRI (SIGMA)
durante toda la noche a 37°C. El plasmido digerido con la enzima de restriccidon se cargd en un gel de
agarosa al 1% con TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA) y se separd por medio de un sistema de electroforesis
(HORIZON 11-14, Life Technologies). Aquellos vectores en los que se observé la banda correspondiente
con el inserto se enviaron a secuenciar al Laboratorio de Biologia Molecular y de la Salud del Instituto de
Biologia de la UNAM. A partir de esta secuencia se realizé un BLAST para determinar la similitud de estos

genes con sus homologos en A. thaliana y otras especies.
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4.5 Analisis semicuantitativo de la expresion de genes

4.5.1 PCR Semi-cuantitativa

El estudio del patrén de expresién de los genes se realizd por PCR semicuantitativa usando los
oligonucléotidos especificos de las tablas 4 y 5 (Seccion 4.4.2). La semicuantificacion se realizdo mediante
la lectura de bandas de los productos de PCR del gen de interés y un gen de referencia. En esta técnica
se empled como gen de referencia: la actina 7, cuyos oligonucledtidos (F-5'CTGCCATGTATGTTGCCATC3’
y R-5'CAGCTTCCATTCCGATCATT 3°) generan un producto de amplificacién de 400 pb (Reyna-Llorens,
2015).

4.5.1.1 Obtencion de RNA.

Se aislé RNA total de puntas de raiz (=1 cm) de F. esculentum expuestas por 0,6, 12,24 y 48 h, de manera
independiente, a los tratamientos de 50 M AlCl3, 0.75 uM CuSOQOg, 2.5 UM ZnSO4y un tratamiento control

en ausencia de metales. La extraccién de RNA total se realizé empleando el método en el apartado 4.2.1.

4.5.1.2 Obtencion de cDNA.

Se llevé a cabo la reaccién de retrotranscripcidn correspondiente para cada muestra usando 1 pg de
RNA, la enzima transcriptasa reversa SuperScript Il (Invitrogen) y el oligo-dT (Invitrogen) de acuerdo con
las especificaciones determinadas por el proveedor. Para verificar la calidad del cDNA y su concentracion,

se amplifico el gen actina 7 en todas las muestras.
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4.5.1.3 Amplificacion por PCR.

Finalmente se llevd a cabo la reaccién de amplificacion de los genes de interés, empleando la enzima
Taq Polimerasa (KAPPA LONG RANGE) y como templado el cDNA obtenido de una Unica réplica bioldgica.
Para determinar la cantidad de ciclos a realizar para cada gen se tuvo en cuenta evitar llegar a la fase
“plateu” y asi poder visualizar diferencias de expresion entre las distintas muestras (Ver Anexo, Figura
1A). Una vez obtenidos los productos de PCR se corrieron 4 uL en geles de agarosa al 1% con TAE 1X

(Tris-acetato-EDTA) como amortiguador y bromuro de etidio para su visualizacion.

Para el anadlisis de las bandas se utilizo el software Photoshop. Con este software es posible realizar la
medicién de la intensidad de cada banda en el gel expresada como la densidad integrada (DI). Se midid
en primer lugar la DI de las bandas correspondientes al gen de referencia. Seguido de esto, se midio la
DI de las bandas correspondientes con el gen de interés para, posteriormente, determinar el cociente
entre la DI de la banda de estudio, con la DI de la banda de referencia para cada muestra. Estos resultados

se reportaron como la expresion relativa normalizada (ERN) de cada gen.

Para conocer el valor de cambio (fold change) en la expresidén de los genes entre los tramientos con

metales y la condicion control, se establecio la siguiente relacion:

ERNcontrol
ERNmetal

Valor de cambio =
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5. Resultados y Discusion

5.1 Andlisis de datos de los microareglos.

5.1.1 Identificacidén de los genes de respuesta comun a los metales Al, Cuy Zn a las 24 y 48 h de tratamiento.

En el momento en que se inicid este trabajo (2013), el genoma de F. esculentum no habia sido
secuenciado. Por lo anterior, se procedié a realizar un analisis del transcriptoma a partir de ensayos de
microarreglos heterdlogos (con un Chip de A. thaliana). El microarreglo empleado analizé 30,000 genes
correspondientes al genoma completo de A. thaliana. Los genes de alta expresion fueron clasificados en
cada condicién como el grupo de genes para los que hubo una variacién estadistica (z = 1.5) significativa

con respecto a su expresién con la condicién control.

En las graficas de la figura 4y 5, los grupos de genes de alta expresion (valor de z > 1.5) corresponden a
los puntos entre el color azul agua y el blanco. Usando este procedimiento, a las 24 h de exposicién, 1410
genes tuvieron una alta expresidon para la condicion con Al; 1482 genes para Cu; y 1783 genes para Zn.
Mientras que a las 48 h de exposicién a los metales Al, Cuy Zn se tuvieron 1754, 1518 y 1561 genes de
alta expresion respectivamente. Estos datos se compararon para conocer cuales genes se expresan en
comun tanto para Al, Cuy Zn a las 24 y a las 48 h. Se encontrd que 264 genes se sobre expresan en
comun a las 24 h (figura 6 a en circulo rojo) y solo 51 genes a las 48 h (figura 6 b en circulo rojo). Por otro
lado, el nimero de genes Unicos en respuesta a cada metal varié de condicién a condicidn, teniendo 595,
742 y 1070 genes de alta expresion en respuesta al Al, Cuy Zn a las 24 h de tratamiento (figura 6 a,
ndmeros subrayados). A las 48 h de exposicidon, 1396 genes se sobre expresaron con Al, 1005 con el Cu

y 811 con el Zn (figura 6 b, numeros subrayados).
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Figura 4. Graficas de dispersion de datos de microarreglos por hibridacion competitiva, usando muestras de
raices de F. esculentum. Las plantulas (2 dias de edad) de F. esculentum se crecieron en medio hidropdnico en
soluciones a pH 4.5 con: a) 50 uM de AICls; b) 0.75 uM de CuSOg; y c) 2.5 uM de ZnSO,. Después de 24 h, se extrajé
el RNA total de las puntas de la raiz (= 1 cm) para el analisis de microarreglos. Los ejes Xy Y en las graficas indican:
| es el promedio de la intensidad entre las sefiales RED y GREEN vy su valor se calcula empleando la formula

1, ( RED
210910\ GrrEn

para cada elemento. En colores se representa los valores de z para cada elemento, con color verde aquellos datos
cuyovalordezes>0<1,azul 21 < 1.5, azul aqua 21.5 < 2 y blanco >2.

) para cada elemento, y R es el coeficiente multiplicado por el logio entre las sefiales RED y GREEN
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Figura 5. Graficas de dispersion de datos de microarreglos por hibridacion competitiva, usando muestras de
raices de F. esculentum. Las plantulas (2 dias de edad) de F. esculentum se crecieron en medio hidropdnico con
soluciones a pH 4.5 con: a) 50 uM de AICl5; b) 0.75 uM de CuSOy4; y €) 2.5 uM de ZnSO,. Después ae 48 h, se extrajo
el RNA total de las puntas de la raiz(= 1 cm) para el analisis de microarreglos. Los ejes X y Y en las graficas indican:
| es el promedio de la intensidad entre las sefiales RED y GREEN y su valor se calcula empleando la férmula
%logw(%) para cada elemento, y R es el coeficiente multiplicado por el logio entre las sefiales RED y GREEN

para cada elemento. En colores se representa los valores de z para cada elemento, con color verde aquellos datos
cuyovalordezes>0<1, azul >1< 1.5, azul aqua 1.5 < 2 y blanco >2.
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a) b)

1410 1482 1754 1518
50 PM AICI: 0.75 UM CuSO. 50 PM AICI: 0.75 UM CuSO-

2.5 UM ZnS0: 2.5 UM ZnS0.

1783 1561

Figura 6. Diagramas de Venn: Numero de genes de alta expresion (z-score 2 1.5) de respuesta Uinica para cada
metal y de respuesta comiin para los metales Al, Cuy Zn. a) Durante 24 hy b) 48 h de exposicidén. Los nimeros
dentro del recuadro sefialan el numero de genes de alta expresidn para cada condicién. Los nimeros que se
encuentran subrayados representan los genes de respuesta especifica para cada metal y los nimeros dentro del
circulo rojo indican los genes de respuesta comun a los tres metales.

El nimero de genes de defensa a cualquiera de los metales se redujo de 264 genes (ver en Anexo tabla
Al)alas 24 h,a51genesalas 48 h (ver en Anexo, tabla A2). Lo anterior podria significar que la respuesta

a los metales a 24 h de tratamiento es mas general, mientras que a las 48 h de exposicidn se vuelve mas

especifica.

Al comparar el grupo de 264 genes de respuesta comun a las 24 h, con el grupo de 51 genes de respuesta

comun a las 48 h, Unicamente se conservan tres genes inducidos en ambos grupos.
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5.1.2 Caracteristicas de los genes de alta expresidon en respuesta comun a los metales a las 24 h de

tratamiento.

Los 264 genes que se identificaron como genes de alta expresion en respuesta comun a los metales Al,
CuyZnalas24 h (figura 6 A), se agruparon dentro de categorias funcionales a través de un analisis por
ontologias de MapMan empleando el servidor online “ Classification SuperViewer Tool”’ y se determind
el porcentaje de genes involucrados en cada categoria (figura 7). A diferencia del analisis por GO (Gene
Ontology), el cual fue disefiado para caracterizar los sistemas microbianos, el analisis por MapMan fue
disefiado especificamente para las rutas y procesos de plantas (Klie & Nikoloski, 2012), es por eso que

se empled esta herramiento en el presente trabajo.

La figura 7 senala en un grafico de pastel, en orden de mayor a menor, el porcentaje de genes dentro de
las diversas categorias funcionales. Se puede observar un porcentaje mayor de genes (desde un 35 a 3
%) dentro de las siguientes categorias funcionales: sin asignacion, metabolismo de proteinas,
metabolismo del RNA, sefalizacion, genes implicados en varias funciones, transporte, procesos de la
célula, desarrollo, estrés y metabolismo de hormonas. Las demads categorias poseen un porcentaje de

genes entreun 2 2 0.4 %.
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Figura 7. Distribuciéon por porcentajes de los grupos de genes de alta expresidon (en respuesta comun a los

metales a las 24 h) en categorias funcionales por ontologias de MapMan.



En el diagrama de la figura 8 se resume la informacién recabada del analisis funcional de los 264
transcritos inducidos en comun al tratamiento con metales en Fagopyrum, y ademas se integra y sugiere
como esta respuesta transcripcional puede llevar a una posible respuesta celular en la planta, para
contrarrestar el estrés ocasionado. En un primer plano, podemos observar en la figura 8 la funcién de
percepcion y sefalizacion con la cual comienza la respuesta al estrés. Del analisis realizado se encontré
que, de las diversas categorias funcionales en que se clasificaron los genes de respuesta compartida a
los metales, existe un porcentaje alto de genes relacionados con la “sefializacién” (figura 7), los cuales
estan involucrados en las vias de sefializacion por calcio, genes tales como: el gen At5g53010, que
codifica para una ATPasa (no especificada) del tipo IIB, los genes At3g52870y At2g44310 que codifican
para proteinas (no especificadas) de unién a calmodulina, el gen At2g44310 que codifica para una
proteina de unién a calcio y un gen que codifica para una proteina cinasa dependiente de calcio la CPK6
(CALCIUM-DEPENDENT PROTEIN KINASE 6). Se conoce que la concentracion citosélica de Ca?* aumenta
en células vegetales, actuando el Ca?* como segundo mensajero durante la sefializacion de las plantas a
diferentes tipos de estimulos (Tuteja, 2009). La induccién de genes implicados en la sefializacion por Ca,
podria sugerir que en puntas de raices de Fagopyrum, los niveles de Ca?* aumentan por la exposicion
al Al, Cuy Zn a las 24 h, y como consecuencia se requiere la produccion de transcritos que regulen la

percepciény la concentracion de Ca?*.

Siguiendo el diagrama de la figura 8, posterior a la respuesta de percepcidn y sefializacion debe ocurrir
una respuesta de regulacidn transcripcional la cual es desconocida, y con esto aumenta la produccién de
transcritos que segun el analisis funcional codifican para proteinas como transportadores y receptores
de [Ca?*].t (de los que ya se hablé en el parrafo anterior), transportadores de metales y otros tipos de
transportadores, de los cuales se tiene a los genes que codifican para: transportadores regulados por Zn
y Fe ZIP1 (ZINC TRANSPORTER 1 PRECURSOR) y ZIP10 (ZINC TRANSPORTER 10 PRECURSOR), el
transportador YSL1 (YELLOW STRIPE LIKE 1) miembro de los transportadores de oligopéptidos YSL,

encargados del transporte de complejos metal-nicotianamina; el transportador de fitoquelatina-metal
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MRP1 (MULTIDRUG RESISTANCE-ASSOCIATED PROTEIN 1)y dos genes clasificados dentro del grupo de
transportadores de drogas del tipo MATE (MULTI-ANTIMICROBIAL EXTRUSION PROTEIN) que estan
implicados en el transporte de salida de sustancias téxicas en la célula (Manara, 2012; Kretzschmar et
al., 2011). La induccion de genes que codifican para transportadores en respuesta a los metales Al, Cuy
Zn en F. esculentum, sugiere que estos transportadores son importantes en la movilizacion vy

almacenamiento de los metales en la planta.
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‘ Posible respuesta a nivel celular '

Figura 8. Diagrama integrativo de la respuesta a nivel transcripcional y celular de F. esculentum en comun a los
metales Al, Cu y Zn a las 24 h de tratamiento.
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Del analisis funcional de los transcritos que se observaron inducidos en respuesta al tratamiento con
metales en Fagopyrum, dentro de la categoria de estrés, se tienen genes que corresponden con la
respuesta al estrés bidtico y abidtico, entre ellos se encuentra un gen que codifica para una proteina de
la familia de las defensinas, un gen que codifica para una proteina del tipo MATE y dos genes que
codifican para proteinas de choque térmico DNAJ. En la respuesta antioxidante se encontrd un gen que
codifica para la tiorredoxina TF2 (THIOREDOXIN F2). También se encontrd un gen cuya funcién entra en
la categoria de union a metales y corresponde a la PCS1 (PHYTOCHELATIN SYNTASE 1), esta enzima es
importante para la produccion de fitoquelatinas y la ligacion de los metales en el citoplasma (Merlos et
al., 2016). También se encontraron genes que codifican para proteinas de la familia del citocromo P450:
el gen CYP71B17 (CYTOCHROME P450, FAMILY 71, SUBFAMILY B, POLYPEPTIDE 17). En trabajos
realizados por otros autores, se ha descrito la induccién de la expresion de genes que codifican para
citocromos P450 durante la defensa de las plantas a diversos estimulos como son la exposicidén a acido
salicilico, acido jasmodnico, etileno, metales pesados, estrés por luz UV, por paraquaty por lainoculacién
con patogenos (Narusaka et al., 2004). Los citocromos se conocen por estar implicados en procesos de
oxidacién-reduccién para la sintesis de metabolitos secundarios como esteroles, fenilpropanoides,
terpenoides, fitoalexinas, brasinoesteroides y giberelinas. Sin embargo, se sabe poco acerca de las

funciones de estas proteinas en la tolerancia al estrés por metales (Narusaka et al., 2004).

Finalmente, se encontraron genes importantes dentro de la categoria de hormonas, de estos se tiene un
gen implicado en la transduccion de la sefial por etileno ERF2 (ETHYLENE RESPONSE FACTOR-2). Este
resultado es comparable con el encontrado por los investigadores Herbette y colaboradores (2006), en
el que se observd la induccién del gen ERF2 (At5g47220) en la respuesta temprana (2 h) a la
administracion de 50 uM de Cd, en raices de A. thaliana. Se conoce poco acerca de la regulaciéon de la
transcripcién de genes por el EFR2 en presencia de metales. Sin embargo, nuestros resultados apoyan la
idea del papel del etileno como parte de las moléculas de sefializacién que son inducidas durante el

estrés por metales, debido al aumento del transcrito del gen ERF2 en presencia de Al, Cuy Zn. En el
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presente trabajo, ademds se encontré al gen ASA1 (ANTHRANILATE SYNTHASE 1) gen codifica para la
subunidad a de la enzima limitante en la sintesis de Trp intermediario en la sintesis del acido indolacético
(IAA), ademas de tres genes del tipo SAUR (SMALL AUXIN UPREGULATED) de respuesta regulada por
auxinas. Existe una serie de reportes que sefialan que el principal sintoma de la exposicién de las plantas
a concentraciones toxicas de metales, es la inhibicion en el crecimiento de la raiz primaria y el
incremento en la formacidn de raices laterales. Se ha relacionado este fenotipo con el incremento en los
niveles de auxinas y etileno asi como en su percepcidon debido a la exposicion a metales como el Al. En
trabajos con A. thaliana se observé que, al exponer raices a 50 uM de Al, disminuye el crecimiento de la
raiz apical y aumenta la concentracion de auxinas en el apice de la raiz, lo cual podia evitarse al
administrar inhibidores en la sintesis de etileno y antagonistas en la percepciéon de la sefial de esta
hormona (Kopittke, 2016). Los resultados obtenidos en el presente trabajo, podrian sugerir que existe
una relacién entre la sintesis y percepcion de auxinas y etileno, con el fenotipo de inhibicién del

crecimiento de la raiz de Fagopyrum encontrado a las 24 h de exposicién a los metales Al, Cuy Zn.

Por otro lado, en un trabajo anterior realizado por Reyna-Llorens y colaboradores (2015) con plantulas
de Fagopyrum, se observé un incremento del 33 % en la concentracidn enddgena de acido abscisico, en
raices tratadas durante 48 h con 50 uM de Al. En el presente estudio se encontraron dos genes inducidos
en comun al tratamiento con metales en Fagopyrum, genes que participan en los procesos de sintesis
del 4cido abscisico; estos son el gen ZEP (ZEAXANTHIN EPOXIDASE) y HVA22G (HVA22-LIKE PROTEIN H).
Con estos datos podria sugerirse la existencia de un aumento en los transcritos que codifican para
proteinas de la sintesis de dcido abscisico, lo cual podria tener como resultado la acumulacion de esta

hormona a las 48 h de exposicion a los metales (op. cit).
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5.1.3 Caracteristicas de los genes de alta expresidn en respuesta comun a los metales a las 48 h de

tratamiento

En el andlisis comparativo de microarreglos de raices de plantulas de Fagopyrum se identificé un grupo
de 51 genes de alta expresion en respuesta comun a los metales Al, Cuy Zn a las 48 h de tratamiento
(figura 6 B). Esto quiere decir, que este grupo de genes es inducido por cualquiera de las tres condiciones.
Los 51 genes se clasificaron en categorias funcionales usando el analisis de ontologias de MapMan
empleando el servidor online Classification SuperViewer Tool y se determind el porcentaje de genes

involucrados en cada categoria. A continuacidn se describe el resultado de este andlisis (figura 9).
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Figura 9. Distribucion por porcentajes de los grupos de genes de alta expresion (en respuesta comun alos
metales a las 48 h) en categorias funcionales por ontologias de MapMan.
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Aligual que el grupo de genes de respuesta comun a las 24 h, el grupo de genes compartidos a las 48 h,
posee un porcentaje mayor de genes (33 %) dentro de la categoria “sin asignaciéon”, seguido de un 15 %
en la categoria del metabolismo de RNA y un 15 % en la categoria del metabolismo de proteinas. Las
categorias implicadas en el metabolismo de hormonas, funciones varias, transportadores, sefializacién
y estrés, representan un 23 % del total de genes inducidos, las demas categorias representan un 11

%(figura 9).

El diagrama de la figura 10 muestra un resumen acerca de la informacién funcional recopilada de los
genes inducidos en comun por metales a las 48 h en raices de Fagopyrum. En la parte superior del
diagrama se describe a la funcidn de sefializacién, la cual, junto con la regulacién de la transcripcion son
procesos que se desconocen. Posterior a estos procesos, en el diagrama se describe la induccion de
transcritos que codifican para proteinas implicadas en la sintesis de las hormonas citocininas, acido
jasmanico (AlJ) y acido salicilico (AS); proteinas para la percepcidén de brasinoesteroides, proteinas de
transporte, sefializacion y estrés. En este trabajo se encontrd el gen IPT1 (ISOPENTENYLTRANSFERASE
1), que codifica para la enzima limitante en la via de sintesis de citocininas y el gen AT4G36470.1, una
metill-transferasa dependiente de S-adenosil metionina, la cual esta asociada con la funcidn de sintesis
de 4cido salicilico y jasmonico. Comparando estos resultados con la literatura, existen reportes en los
cuales se ha observado que el aumento en la concentracion endégena de citocininas, Al y AS disminuyen
la elongacidn de la raiz primaria y pueden contribuir con el desarrollo de raices laterales durante las
etapas tempranas de exposicidn a estas hormonas. En un trabajo realizado con A. thaliana, |a aplicacion
exdgena de citocininas disminuyd la elongacidon de la raiz primaria, mientras que la reduccién en la
concentracion endégena de citocininas incrementé la elongacién (Smet et al., 2015). Asi también se
reporto en el trabajo realizado por Pasternak y colaboradores (2005), que el tratamiento de raices de A.
thaliana con AS durante 7 dias, disminuia el crecimiento de la raiz primaria, aceleraba la formacién de
raices laterales y de pelos radiculares cercanos a la punta de la raiz, cuyo fenotipo es similar al obtenido

al exponer las raices de A. thaliana a CuSQ4. De igual forma, la aplicacién de metil jasmonato a las 48 h
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en plantulas de A. thaliana, generéd la diminucion en el crecimiento de la raiz primaria y la aparicién de
raices laterales (Raya-Gonzalez et al., 2012). Por todo lo anterior, de nuestro trabajo, con Fagopyrum,
podriamos relacionar y sugerir la induccién a las 48 h de los genes IPT1 (asociado con la sintesis de
citocininas) y el gen AT4G36470.1 (asociado a la sintesis de AS y AJ) durante los tratamientos con los
metales Al, Cu y Zn, con la produccion de hormonas citocininas, AS y AJ, y con la inhibicién del

crecimiento de la raiz que se observa a las 24 h y 48 h de tratamiento con estos metales.

En la percepcion de brasinoesteroides se encontré un gen (At1g74360), el cual codifica para un receptor
del tipo cinasa rico en leucina (LRR RLK) (no especificado). De la literatura, se sabe que los
brasinoesteroides son percibidos por los receptores LRR RLK, estas hormonas se unen a un subdominio
de las repeticiones de leucina, iniciando de este modo la traduccidn de la sefial intracelular a través de
la activacién de una cascada de cinasas por la autofosforilacién de este receptor y culminando en la

expresion de genes (O’Brien & Benkova, 2013).

En la categoria de genes respectivos a la sefalizacidn, se encontraron Unicamente dos genes que
participan como receptores del tipo cinasa, el gen At5g62710 que codifica para una proteina del tipo
cinasa rica en leucina no especificada y el gen PDLP6 (PLASMODESMATA-LOCATED PROTEIN 6). Se ha
propuesto el papel de las proteinas PDLP como receptores de las sefales en los plasmodesmos debido a
gue poseen una estructura similar a los receptores tipo cinasa, que son inducidos en respuesta a
patégenos, generando sefiales como especies reactivas de oxigeno y acido salicilico. Ademas, podrian
participar en la modulacién del trafico de sustancias de célula a célula como son las hormonas (Thomas
et al., 2008), lo que podria correlacionar con la induccién de genes en la funcion relacionada con las

hormonas que se describié en el parrafo anterior.

En los transcritos que codifican para proteinas de transporte se encontrd un solo gen relacionado con el

transporte de metales, el gen NRAMP4 (NATURAL RESISTANCE ASSOCIATED MACROPHAGE PROTEIN 4).
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Los transportadores NRAMP se conocen por expresarse en la raiz y estan involucrados en el transporte
de metales a través de la membrana plasmatica y del tonoplasto (DalCorso et al., 2013). El transportador
ATRAMP4 estd relacionado con el transporte de los metales Cd, Mn y Fe hacia la vacuola en las células
de hoja (Lanquar et al., 2005; Lanquar et al., 2010). El gen NRAMP4 podria estar involucrado en el

transporte de los metales Al, Cuy Zn en las células de la raiz de Fagopyrum.

En la categoria de genes relacionados con el estrés abidtico se tienen dos genes, el gen COR78 (COLD

REGULATED 78) o RD29A (RESPONSIVE TO DESICCATION 29A) y el gen CHS3 (CHILLING SENSITIVE 3),
ambos codifican para proteinas de defensa y tolerancia al estrés por congelacion.

Finalmente a partir del andlisis comparativo entre los grupos de genes en comun a las 24 y 48 h,

Unicamente se observa que se conservan inducidos tres genes, los cuales tienen funcién desconocida.
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Figura 10. Diagrama integrativo de la respuesta a nivel trancripcional y celular de F. esculentum en comun a
los metales Al, Cu y Zn a las 48 h de tratamiento.
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5.2 Genes seleccionados para clonacién y secuenciacion

El andlisis comparativo de transcriptomas (mediante hibridacion de microarreglos) de raices de plantulas
de Fagopyrum, expuestas durante 24 h a los metales Al, Cuy Zn, reveld que 264 genes son inducidos en
respuesta general a estos metales. Dentro de estos genes, se seleccionaron, en un principio, aquellos
gue han sido asociados (por reportes en la literatura) con la respuesta de las plantas a la toxicidad por
metales, como el transportador YSL1 (AT4G24120) y MRP1 (AT1G30400) los cuales estan implicados en
el transporte de metales, en complejos con nicotianamina o fitoquelatina-metal (segun corresponda).
Se encontraron también genes implicados en la sintesis de hormonas IAA y ABA, el gen ASA1
(AT5G05730), que codifica la subunidad a de la enzima limitante en la sintesis de Trp intermediario en
la sintesis del acido indolacético, el gen ZEP (AT5G67030) que codifica para la enzima limitante en la via
de sintesis de ABA, y el gen ATERF-2 (AT5G47220) que es un factor de transcripcion de respuesta a etileno
gue podria estar involucrado en la vias de sefializacién por hormonas inducidas en respuesta a la

aplicacion de metales (Sun et al., 2010; Keunen et al., 2016).

Si bien se han estudiado algunos de los elementos génicos de la planta de Fagopyrum en respuesta a
metales como el Al (Yokosho et al., 2014; Reyna-Llorens et al., 2015), los elementos génicos implicados
en la red de respuesta general a metales no han sido estudiados. En el momento en que se inicid este
trabajo, el genoma de Fagopyrum no habia sido secuenciado por lo que se procedié con la clonacidn de

fragmentos de los genes de interés en la respuesta comun al estrés por metales.

De los genes seleccionados Unicamente fue posible clonar y secuenciar a tres de ellos: YSL1, ASA 'y ZEP.
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5.3. Clonacién y aislamiento de secuencias parciales de algunos de los genes compartidos a las 24

h en respuesta a los metales

5.3.1 Secuencia parcial del gen FeYSL3

En un inicio, los oligonucléotidos F-5’ACYGCKGTTCTCATYAATGG3’ (degenerado) vy R-
5'TGCCGTAGTTATAAGCCATGTT 3’ (Tabla 2), fueron disefiados con el objetivo de obtener un fragmento
de la secuencia del gen YSL1 de Fagopyrum. Al realizar la clonacidn y la posterior secuenciacién usando
estos oligonucléotidos se generd un fragmento de secuencia de 753 pb (figura 11), el cual se comparod
con lo registrado en la base de datos de NCBI https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, y de entre todas
la secuencias en la base, presentd una identidad de 74. 31% con el gen YSL3 de la planta Beta vulgaris.
La comparacién con los homélogos correspondientes a los transportadores YSL en A. thaliana, arrojo
que el fragmento parcial obtenido de F. esculentum posee una identidad del 66.98 % con AtYSL3, 66.40
% con AtYSL2, 63.04 % con AtYSL1, 59.19 % con AtYSL7, 59.04 % con AtYSL5, 58.76 % con AtYSL8, 57.51
% con AtYSL4 y 55.76 % con AtYSL6. Es importante resaltar que cada uno de los ocho transportadores
YSL reportados en A. thaliana, corresponden a genes diferentes y no a variantes trascripcionales o
isoformas. Por otro lado, secuencias de genes YSL en el genoma de F. tartaricum (Zhu et al., 2015), se
alinearon junto con la secuencia parcial obtenida y se determind un 94.51 % de identidad con FtYSL3
(comp18585), 80.05 % con FtYSL3 (comp7089), un 64.25 % con FtYSL1 (comp24895), 58.63 % con FtYSL7
(comp6342), 56.89 % con FtYSL6 (comp23883)y 53.55 % con FtYSL7 (comp13827). Por todo lo anterior,
concluimos que el producto obtenido de la amplificacidon correspondia a YSL3 (FeYSL3) y no al gen

inicialmente buscado, el YSL1 (FeYSL1).
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S ACTGCTGTTCTCATCAATGGGTTTCACACGGCTAAAGGAGACAAGAATGCCAAGAATCAAGTTAATGGATTTGTCAAAAT

TITCTCCTTGAGCTTCCTGTGGAGCTTCTTCCAGTGGTTCTAT TCCGGAGGAAATACTTGTGGCTTTGGCCAATTCCCTACTTT
TEGATTGCAGGCTTGGAAAAACTCTTTTTACTTCGATTTTACCATGAGCTATGTTGGAGCTGGAATGATATGTTCTCATCTTG
TEAACTGCTCACTTCTTCTTGGCGCAACTCTCTCATGGGGTGTGATGTGGCCAATTATTCACGGGTTCAAAGGAAAGTGGTT
TCCTGCATCAATACCCGAGAGCAGTATGAAAAGTCTTAATGGTTATAAGGTATTTATT TCTATTGCCCTCATACTTGGAGATG
GGCTTTATAACTTTCTTAAGGTGCTCTATTACACCATGAGAAACATCTATGCCAGATTGAAGGAAAAGAACAGCAGAACCTT
TTCGGAGAGCCAAACTGAACGATTGGATGATCTTCAACGGAACGAGATCTTTGTAAGAGAAACTATTCCTGTTTGGECTTGCC
TECATTGGATACGGAGTCTTGGCAGTGGT T TCCATCATTGTTATCCCCCTTATGTTCCCTGAGCTGAAGTGGCACTATGTTGT

GGCTGCCTACATCCTTGCACCTTCTCTCAGCTTCTGCAATGCATATGGTGCCGGETTTGACTGACATGAACATEGCTTACACTA

CGGAC3'

Figura 11.Secuencia parcial (753 pb) del gen FeYSL3. Las secuencias correspondientes a los cebadores F-
5’ACYGCKGTTCTCATYAATGG3' y R-5’'TGCCGTAGTTATAAGCCATGTT 3’ se encuentran subrayadas.

La secuencia parcial del gen YSL3 se tradujo in silico usando el servidor libre ExPASy
http://www.expasy.org/ (figura 12 a), con este resultado se realizd un analisis de identidad con
proteinas empleando BLASTp (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) y CLUSTALOMEGA
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Esta secuencia correspondid con un fragmento de la firma
K(F/R)L(T/P/A)(Y/F)PSG(T/L/S)ATA(V/M/H)LIN y con el dominio conservado OPT (Oligopeptide
Transporter), caracteristicas de las proteinas de la familia de transportadores YSL (Yellow Stripe Like)
(figural2 ay b). Estos transportadores transmembranales estan involucrados en la homeostasis de Fe y
el transporte a larga distancia de metales unidos con nicotianamina (NA) en plantas dicotileddneas
(DMA) (Gendre et al., 2006). El andlisis del alineamiento con ésta secuencia (figura 12 c) mostrd una
identidad del 66.67 % con la proteina YSL3 de A. thaliana (AT5G53550), del 74.70 % con la proteina YSL3
de Nicotiana silvestris (XP_009763791.1), 75.10 % de identidad con la proteina YSL3 de Beta vulgaris
(XP_010671367.1), 75.90 % con la proteina YSL3 de Glycine max (XP_003527996.2), 76.71 % con la
proteina YSL3 de Theobroma cacao (XP_007039162.2) y 95.98 % de identidad con la proteina YSL3 de F.

tartaricum.
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a)
TAVLINGFHTAKGDKNAKNQVNGFVKIFSLSFLWSFFQWFYSGGNTCGFGQFPTFGLQAWKNSFYFDFTMSYVGAG
MICSHLVNCSLLLGATLSWGVMWPIIHGFKGKWFPASIPESSMKSLNGYKVFISIALILGDGLYNFLKVLYYTMRNIYAR
LKEKNSRTFSESQTERLDDLQRNEIFVRETIPVWLACIGYGVLAVVSIIVIPLMFPELKWHYVVAAYILAPSLSFCNAYGA
GLTDMNMAYTTD

b) 1 50 100 150 200 249
rsmesy Lo o e e e e e e e e e e e e
Superfanilies OPT superfamily

c)

Arabidopsis thaliana YSL3 LVPLRKIMIIDYKLTYPSGTATAVLINGFHT PKGNKMAKKQVFGFVKYFSFSFIWAFFQW
Glycine max YSL3 LVPIRKIMIIDYKLTYPSGTATAVLINGFHT PKGDVMAKKQVHGFLKFFSASFLWAFFQW
Beta vulgaris YSL3 LVPLRKIMIIDYKLSYPSGTATAVLINGFHT PKGDKMAKKQVHGFLKYFSMSFLWGFFQW
Nicotiana sylvestris YSL3 LVPLRKIMILDYKLPYPSGTATAVLINGFHT PKGDKMAKKQVNGFLRFFSISFIWSFFQW
Theobroma cacao YSL3 LVPLRKIMIIDYKLTYPSGTATAVLINGFHT PKGDKIAKKQVHGFLKFFSLSFLWAFFQW
Fagopyrum tartaricum YSL3 LVPLRKIMIIDYKLAYPSGTATAVLINGFHTAKGDKNAKNQVNGFVKIFSLSFLWSFFQW
FeYSL3 e TAVLINGFHTAKGDKNAKNQUNGFVKIFSLSFLWSFFQW
Kk gk kR AE kK Kk ko kk Kk Ak ok ARAk

Arabidopsis thaliana YSL3 FFSGGTECGFIQFPTFGLEALKNTFYFDFSMTYVGAGMICPHIVNISLLEGAVLSWGIMW
Glycine max YSL3 FYSGGDNCGFVQF PTFGLKAWKNSFYFDFSMTYVGAGMICSHLVNLSLLLGAVISWGIMW
Beta vulgaris YSL3 FYSGGDQCGFSQF PTFGLKAWENSFYFDFSMTYIGAGMICSHLVNLSLLFGATLSWGVMW
Nicotiana sylvestris YSL3 FYSGGDQCGFVNFPTFGLKAWKQTFYFDFSMTYVGAGMICSHLVNLSLLLGAVLSWGIMW
Theobroma cacao YSL3 FYAGGDRCGFAQFPTFGLTAWKNSFYFDFSMTYIGAGMICSHLVNLSLLLGAVLSWGVMW
Fagopyrum tartaricum YSL3 FYSGGNTCGFGQFPTFGLQAWKNSFYFDFTMS YVGAGMICSHLVNWS LLLGATLSWGVMW
FeYSL3 FYSGGNTCGFGQFPTFGLQAWKNSFYFDFTMSYVGAGMICSHLVNCSLLLGATLSWGVMW
* * K * Kk Kk * Kk ok k ok ok * * Kk ok ok ok * * * ok ok ok ok ok * * K * Kk Kk * ok * ok Kk * *

Arabidopsis thaliana YSL3 PLIKGLKGDWFPSTLPENSMKSLNGYKVFISISLILGDGLYQFIKILFKTGINMYVKLNN
Glycine max YSL3 PLIRGLKGEWFPASIPESSMKSLNGYKVFISIALILGDGLYNFVKVLYFTATNIHATVKR
Beta vulgaris YSL3 PLIGNLKGKWFPSSLPESSMKSLNGYKVFISIALILGDGLYNFLKILLFTIRNIHVRLKD
Nicotiana sylvestris YSL3 PLISDRKGAWFPATLPENSMRSLNGYKVFISIALILGDGLYNFLKTLFFTGRRIYAALNK
Theobroma cacao YSL3 PLIGGLKGEWFAATLPESSMKSLNGYKVFISIALILGDGLYNFLKILFFTARSIHVRVKN
Fagopyrum tartaricum YSL3 PLIHGFKGKWFPASITESSMKSLNGYKVFISIALILGDGLYNFLKVLYYTMRNIYARLKE
FeYSL3 PIIHGFKGKWFPASIPESSMKSLNGYKVFISIALILGDGLYNFLKVLYYTMRNIYARLKE

* * * * * K * * K, Kk kk ok kK ok kKk ok Kk kk ok kK ok * * * *

Figura 12. Analisis de la secuencia parcial del gen FeYSL3. a) Prediccién de la secuencia proteica (249 aa) del
gen FeYSL3 usando el servidor ExPASy, la firma de los transportadores YSL se encuentra subrayada. b) dominio
conservado con la familia de transportadores de oligopéptidos (OPT). c) alineamiento de FeYSL3 (en rojo) contra
secuencias proteicas de YSL3 en otras especies. Con asteriscos se indica la posicién de los residuos conservados
entre secuencias.

Con la finalidad de corroborar la secuencia para el gen YSL3 en Fagopyrum, se empleé la estrategia de
disefar oligonucléotidos especificos, para esto se realizaron alineamientos de las secuencias proteicas y
nucleotidicas reportadas del gen YSL3 de A. thaliana, de F. tartaricum (Zhu et al., 2015) y de otras
especies de plantas. Del alineamiento se seleccionaron regiones conservadas en secuencia nucleotidica

y se sometieron a un segundo alineamiento con el archivo DRX007657 que corresponde con un ensayo
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de RNA-seq en raices de F. esculentum. Con éste ultimo alineamiento y con el archivo de F. esculentum,
se fueron obteniendo fragmentos cortos (100 pb) de secuencia, los cuales fueron ensamblados de
manera manual a fin de obtener alrededor de 911 pb ensambladas (Ver anexo, figura 2A). A partir de
esta secuencia del gen YSL3 de F. esculentum, se disefaron diversos juegos de oligonucléotidos
especificos, entre los cuales: F-5’ACTGCTGTTCTCATCAATGG3’ y R-5'"GCCGTAGTTGTAAGCCATGTT3’ se
emplearon para clonar una secuencia de 753 pb. Al realizar un alineamiento con la secuencia obtenida
anteriormente (figura 13) se observd que no son idénticas, presentando un 81 % de similitud entre ellas.
Debido a las disimilitudes a lo largo de toda la secuencia, inicialmente, se considerd este resultado como
consecuencia del empleo de una polimerasa incapaz de realizar la correccion de errores (Taq Polimerasa

Recombinante, Invitrogen). Sin embargo, subsecuentes andlisis nos permitieron descartar esta idea.
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Figura 13. Alineamiento entre fragmentos de secuencias de FeYSL3. Con asteriscos se indica la posicion de los
residuos conservados entre secuencias.

Al alinear este nuevo fragmento con las secuencias de los genes YSL en A. thaliana y de F. tartaricum,

se obtuvo 69.60 % de identidad con AtYSL3, 69.09 % con AtYSL2, 65.45 % con AtYSL1,61.89 % con AtYSL5,
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60.99 % con AtYSL7,60.70 % con AtYSL8,56.99 % con AtYSL4,55.66 % con AtYSL6y 94.02 % de identidad
con FtYSL3 (comp7089), resultado diferente al obtenido con la primer secuencia de FeYSL3 clonada, la
cual posee identidad del 80.05 % con FtYSL3 (comp7089). Con respecto a los demas YSL de F. tartaricum,
el segundo fragmento clonado posee 82.73 % de identidad con FtYSL3 (comp18585), 64.53 % con FtYSL1
(comp24895), 58.96 % con FtYSL7 (comp6342), 57.77 % con FtYSL6 (comp23883)y 54.65 % con FtYSL7
(comp13827).

Al realizar la traduccion in silico del nuevo fragmento de FeYSL3 (figura 14 a) y contrastando con los datos
de NCBI, se observd que este fragmento posee identidad proteica con YSL3 de otras especies y el dominio
OPT conservado en la familia de transportadores YSL (figura 14 b). Por otro lado, al realizar los
alineamientos entre las dos secuencias proteicas obtenidas para YSL3 de F. esculentum (figura 14 c), se

observa que entre ambas existe un 81 % de identidad.
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TAVLINGFHTAKGDKMVKKQVSGFVKTFSFSFFWSLIQWFYAGGGSCGFAQFPTFGLQAWKNSFYFDFSMSYVGAG
MICSHLVNLSLLLGAILSWGVMWPLIHGREGKWFPASIPASSMKSLNGYKVFISIALILGDGLYSFLKVMFFTMKNIHA

MLKEKNIKTFSESESHSQSLDELORNELFIRETIPVWIACVGYTVLAVVSVIAIPLMFPELRWYYVVVAYILAPSLSFCNAY

1 50 100 150 200 251
Query seq. e ——————
Non-specific OPT
ity OPT_sfam
Superfanilies OPT superfamily
c)
FeYSL3 cebadores especificos TAVLINGFHTAKGDKMVKKQVSGFVKTFSFSFFWSLIQWFYAGGGSCGFAQFPTFGLOAW
FeYSL3 cebadores inespecificos TAVLINGFHTAKGDKNAKNQVNGFVKIFSLSFLWS FFQWFYSGGNTCGFGQFPTFGLOAW
Khhk Kk hkhkhkhkhkkhhkkkk Kk * * * * ok Kk k * Kk * * * * * ok ok Kk * Kk * Kk K Kk kk ok kk ok kKk ok
FeYSL3 cebadores especificos KNSFYFDFSMSYVGAGMICSHLVNLSLLLGAI LSWGVMWPL I HGREGKWFPAS I PASSMK
FeYSL3 cebadores inespecificos KNSFYFDFTMSYVGAGMICSHLVNCSLLLGATLSWGVMWPI I HGFKGKWFPAS I PESSMK
Kk Kk kk ok kK K*hkhkhkhkkhkhkhkhkk Kk K * Kk ok ok Kk ok Kok ok ok kk ok ok * Kk Kk Kk hkhk ok kK Kk Kk * kK Kk
FeYSL3 cebadores especificos SLNGYKVFISIALILGDGLYSFLKVMFFTMKN I HAMLKEKN IKTFSESESHSQSLDELOR
FeYSL3 cebadores inespecificos SLNGYKVFISIALILGDGLYNFLKVLYYTMRNIYARLKEKNSRTFSESQTER--LDDLOR
hhk Kk rkhkhkhkkhkKhhhkhhkkhkhk Kk Kk * Kk Kk K * K * K * * kK ok k * ok kK Kk * K * kK
FeYSL3 cebadores especificos NELFIRETIPVWIACVGYTVLAVVSVIAIPLMFPELRWYYVVVAYILAPSLSFCNAYGAG
FeYSL3 cebadores inespecificos NEIFVRETIPVWLACIGYGVLAVVSIIVIPLMFPELKWHYVVAAY ILAPSLSFCNAYGAG

Kk ok kAkkkAkkk Kk kk KhkAKkkK k kkAkKkKkKKk Kk Akk Kk kkkkkkkkkkkk kK Kk
FeYSL3 cebadores especificos LTDMNMAYNYG

FeYSL3 cebadores inespecificos LTDMNMAYTTD

Kk K KKK KK

Figura 14. Andlisis de la segunda secuencia parcial del gen FeYSL3. a) Prediccién de la secuencia proteica (251
aa) del gen FeYSL3 usando el servidor ExPASy. b) dominio conservado con la familia de transportadores de
oligopéptidos (OPT), y c) alineamiento de secuencias parciales de FeYSL3. Con asteriscos se indica la posicién de
los residuos conservados entre secuencias.
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En la base de datos BGDB (Buckwheat Genome Database) http://buckwheat.kazusa.or.jp/, liberada en
el 2015 por el Instituto Kazusa de investigacion en ADN, se encuentra registrado el genoma completo de
Fagopyrum esculentum Moench (2n = 2x = 16) con 286,768 secuencias codificantes, que al igual que F.
tartaricum posee dos secuencias que coinciden con el ID AT5G53550 del gen YSL3 de A. thaliana (usado
como referencia en este trabajo), las secuencias: Fes sc0000113.1.g000033.aua.1 /f (1983 pb) vy
Fes_sc0001254.1.g000005.aua.1 /f (2040 pb) que poseen un 82.73 % de similitud entre ellas. Al realizar
alineamientos entre las secuencias en la base de datos BGDB contra las secuencias parciales encontradas
para el gen FeYSL3 en este trabajo, se observa que existe un 99.06 % identidad entre el fragmento
obtenido con uno de los oligonucléotids degenerados y la secuencia Fes_sc0000113.1.g000033.aua.1 /f.
El fragmento obtenido con los oligonuclétidos especificos posee un 95.44 % de identidad contra la
secuencia Fes_sc0001254.1.g000005.aua.1 /f. La diferencia de 4.56 % entre secuencias se debe a un
fragmento de 69 pb, localizado en el nucleétido 1037 de la secuencia completa de
Fes_sc0001254.1.g000005.aua.1 /f. Por todo lo anterior, se concluye que Fagopyrum posee dos

versiones diferentes de proteinas YSL3 codificadas cada una por un gen especifico.

Con el marco de lectura abierto de las secuencias completas Fes sc0000113.1.g000033.aua.l1 /f vy
Fes_sc0001254.1.g000005.aua.1 /f, extraido de la base de datos BGDB, se llevo a cabo la prediccion
de los modelos proteicos empleando para ello los servidores online CCTOP (Constrained Consensus
TOPology prediction server) y HMMTOP (Prediction of transmembrane helices and topology of
proteins). Los modelos indican que ambas proteinas pertenecen a la familia de los transportadores de
oligopéptidos y contienen de 14 a 17 cruces transmebranales (figura 15 a y b), similar a lo encontrado
con proteinas de otras especies dentro de esta familia, con 12 a 14 cruces (Lubkowitz et al., 1998). A
nivel de proteina, los transportadores de la familia YSL muestran dos regiones hipervariables, la
primera parece estar relacionada con un bucle externo a la membrana que se predice estar entre el
sexto y séptimo cruce transmembranal seglin modelos realizados para las proteinas HvYS1 y ZmYS1.

Se sugiere que ésta region podria ser la encargada de otorgar la especificidad para la seleccién del
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sustrato a transportar, conclusién a la que se llegd con estudios de expresion del gen HvYS1 en oocitos
de Xenopus, que reveld que los residuos 314 a 385 son los responsables de la selectividad para Fe(lll) -
DMA contra Fe(ll)-NA. La segunda region hipervariable recae en el extremo amino terminal de las

proteinas YSL, el significado de la variabilidad de esta regidén aun se desconoce.

a)
CCTOP M, 0 gy M gy W oy (g Mgy O g
HMMTOP - - — -_— = L L
b)
ccToP i Wy M gy W gy g M gy 0 g
HMMTOP - —_— - — ) L -

Figura 15. Andlisis de topologia proteica. A) Prediccion: secuencia Fes_sc0000113.1.g000033.ua.1 (/f), y B)
prediccion: secuencia Fes_sc0001254.1.g000005.aua.1 /f. En color amarillo se muestran los cruces
transmembranales, en color rojo los bucles que se encuentran en el interior de la célula y en azul aquellos bucles
que se encuentran en el exterior.

En las regiones hipervariables entre miembros de la familia YSL existen regiones conservadas que
permiten clasificarlos dentro de cuatro clados (Conte & Walker, 2012). El analisis a nivel de proteina de
las secuencias Fes_sc0000113.1.g000033.aua.1/f; Fes_sc0001254.1.g000005.aua.1 /f y los fragmentos
parciales para FeYSL3, reveld que entre secuencias existen diferencias que se deben a un fragmento de
28 aa, ubicado entre los residuos 346—-374, que cae dentro de la regién hipervariable de los
transportadores  YSL. Las secuencias proteicas de Fes sc0000113.1.g000033.aua.1l/f vy
Fes_sc0001254.1.g000005.aua.1 /f, se compararon con diferentes miembros de la familia YSL
correspondientes a cada clado, y se determiné que se encuentran dentro de los ortélogos a YS1 (figura

16). Se ha determinado que diversos miembros de los ortdlogos a YS1 son capaces de transportar una
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serie de metales ademas del Fe. Estos incluyen a ZmYS1, el cual es capaz de transportar Zn, Cu, Ni, Mny
Co ligados al acido desoximugénico (DMA) (Conte y Walker, 2012). En éste trabajo, el analisis de
transcriptomas por microarreglos de Fagopyrum expuesto a los metales Al, Cuy Zn a las 24 y 48 h, mostré
que el gen YSL3 no es inducido por los metales. Para conocer si las proteinas YSL3 de F. esculentum son
capaces de transportar diversos metales, habria que realizar otro tipo de estudios, como el analisis por

complementacion con levaduras (Conte y Walker, 2012).
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Ortolégos de Y51

Fes_scO001254.1 g000005. aua. 1 EEY YERGDGIHES TRHSEPVVVIVIVSESE SHSQSLOELOENELE
Fes_sc0000113.1 g000033 . aua.l EVLYYIMBENI YRR LE-—-EEIN-—-5RT FEE S0TERLOOLOENE IF
Hvw¥S51 FIVGEITAMSMYR] FS—— -HEQVNNEAFNE-ODT VSLEELHROE IF
B4YS1A EITGITSESMYR] FN-—--HERVENEVERNY-DNT IRLDELOEVEVE
Zm¥S1 EVEGVIVESLEJR LS -— -RERATNEVANCGEDEMARTDOLOROE IF
QsYSL1s EVT GVTAKSLHNR FN---RESVSNTASEE- CIMVSLOOLOROEVE
* P Hroohow w s
Clado1
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Q s:YSLl-E EVIVVILESVRE- —-RSRRRGL—- -NNRVADADTHATOIMORNEVE
Q= ¥E5LZ EVTGITAKSLHE- —-RSNRRH---REKATDEDT FVIRTMIROE FF
Fes sc0001254.1.g000005.aua. 1 Y YERGDEIHES TRHSEPVVWIVIVEESE SHSQSLOELOENELE
Fes sc0000113.1.g000033.aua.1 EVLYYIMENI Y- -AR—-—-LEEENSRT FEE SJTERLODLOENE IF
Os ¥SLS EIVALTIFNLF---05———S5FLENRAE- -FGEIMEVLOELHENEVE
Bd4YSLS EITVSTTMNLL---0E-——S5FLENTE--FEEDI LFLODELHENEVE
- e W
Clado 2
Os¥3LE e ] HIIYAT IFEVMHAR SKOGRLPL-VEVHDDDEG- SFELSAEEK
Os¥3Ls = e ] FVELILAFE ICTHAR SKEHDLEV-QALLODIDS3ROLLDERR
AETSL4 ————————————m———————————-KE ICHES SRJHNLEV- ETD ILDESET SVLMEEFE
ACYILA FEEIAIRIILGDEL YHLVEII AVTVEELC 33RSRELELE I-VTDGVDDSEASEILLVEE
Fes =cOD00112.1 gDOO022.aua.1 —— e e e SHT LY ETME-HI Y e mm - e e ARL-—— = =] FEFHSRTESESQTEFLDIL
Fes =c0001254_1 gDOODD5.aua.-1 —————— e ——HFEf YEAGDGIH—— —————-] H3 I-AHSFEW TV TV SESESHS2 SLDEL
Clado 3
OsESLIT SALVRTACAMREFREGA §-—--—--—-——TVTAAVFEEQCL 5ATERTMISEDIRFRAQY
Fes =c0OD01254.1 gDOODDS.aua.1 —— e e ==Y ERCDE IHE S I AR FE VW TV I VE ~~ —————-ESESH S SELDELQRHEL
Fes =cO0D00113.1 _gDOO022_aua.-1 KLY YTMBHIYARLKEFH-3B-———-——--————————————TF3E3QTERLIDOLJRHETL
AEYSLS EVLERTLESLEVILRGPTT 3I ————--3RT SETLEEDPH-—ASPLIPFOSYDDIRRTRE
AEYSLE HEVLIRTESGLI SQIREHAG SR ——————-. SSLAHFEDPPASPASPLTPRISYDDJERRTERE
O=sTSL10 EMIETI TALVMVEAMMSER ——— ——-—-TLPV3 G- -6566—--—QUTPEETEDIEFRRTEL
O=TSL12 FMIILTAESIRSQIFE-FHAS —————--—-TLEV3D--DGM-V-TTTAAVSYDEERRHNEL
AEYSLT HLGRTVEGLYEFFH-F- -0 - = — = == VLEIND--HT 5---TAPVTISYOOEERTEL
Os¥EL11 EVEGYTIFGEFIVMY N -FHSH-——-——---TLP I3D--KHeT- PAHATEEE SFDDERRHEL
O=s¥EL1Z EVLIRTTAGEV VMK -H--8-——————- TLEVEN--HE5-PMVATEAT SEDOERRTEL
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Figura 16. Dominio de bucle variable en la familia de transportadores YSL. Cada subgrupo de proteinas YSL se
analizé por separado usando CLUSTAL OMEGA, con el fin de resaltar las regiones del dominio variable que se
conservan entre las proteinas correspondientes a cada clado. El analisis incluyd los transportadores YSL de Arabidopsis
(At), maiz (Zm), Brachypodium distachyon (Bd) y arroz (Os). Con asteriscos “*” se indican las regiones que poseen un
residuo totalmente conservado. Con doble punto “:” se indica la conservacidon entre residuos con propiedades
fuertemente similares, con un solo punto “.” Se indica la conservacién entre residuos con propiedades débilmente
similares.

60



5.3.2 Secuencia del fragmento del gen FeYSL1

Con el propésito de obtener con certeza el fragmento del gen FeYSL1, se disefiaron oligonucléotidos
especificos a partir de la secuencia obtenida por el ensamble de segmentos de 100 pb provenientes del
archivo DRX00765 (correspondiente al analisis del genoma de raices de F. esculentum por RNAseq). Con
lo anterior se generd una secuencia de 559 pb (ver Anexo, figura 3 A). Usando los oligonucléotidos
especificos F-5’ATGGACCGAGCAGATCACGTTA3’y R-5’AGTAGCCATTCCACTTGGGTATG 3’ descritos en la
tabla 5, la secuencia parcial (484 pb) obtenida para el gen FeYSL1 (figura 17), corresponde a un 24.4 %
de la secuencia total del gen AtYSL1 (2022 pb) (secuencia empleada como referencia en este trabajo). Al
examinar el fragmento de 484 pb, coincide con 75 % de identidad con el gen YSL1 de la planta Beta
vulgaris, secuencia con la que presenta la mayor identidad al compararla contra los datos de NCBI. El
porcentaje de identidad obtenido del alineamiento con los ocho cDNAs de AtYSLs y la secuencia parcial
de FeYSL1, es de 79 % con AtYSL1, 68.39 % con AtYSL3, 65.70 % con AtYSL2, 61.68 % con AtYSL7, 61.40
% con AtYSL8, 59.91 % con AtYSL5, 59.30 % con AtYSL4 y 59.09 % con AtYSL6.

El alineamiento multiple entre las secuencias de genes de YSL en F. tartaricum y FeYSL1 presentd un
94.63 % de identidad con FtYSL1 (comp24895), 67.77 % con FtYSL3 (comp18585), 66.74 % con FtYSL3
(comp7089), 55.42 % con FtYSL6 (comp23883), 34.19 % con FtYSL 7 (comp6342),34.98 % con FtYSL7

S ATGGACCGAGCAGATCACGTTACGAGGAGTCGTTGTGAGCGTGATTCTTGGTGTGATCTACAGCATTATAGCT
ATGAGGTTAAACCTCACTACTGGTCTTAGTCTGAATCTTAACGTCTCTGCCGGTCTTCTCGCCTTTGTGCTCATTICG
CTCTTGGACTAAGATACAAGAGAAAGCTGGGTTTTCAACTGTTCCATTCACTAAACAAGAGAATACTATGATTCA
GACTTCTGCTGTTGCTTGTTACAGCATTGCACTTGGAGGTGGGETTTGGATCTTATTTGTTAGGACTGAATAAGAA
GACTTATGAGTTAGCTGGTGTGGACACTCAAGGAAACTCGCCCGGTAGCTATAAGGAACCGGCTGTTGGTTGGA
TGACTTCTTATCTCTTCTTGGTITCCTITGTTGGCTTGTITGTGTTGATTCCTCTCAGGAAGATCTTGATAGTAGACT
ATAAATTGACATACCCAAGTGGAATGGCTACTS

Figura 17. Secuencia parcial (484 pb) del gen FeYSL1. Las secuencias correspondientes a los cebadores F-
5’ATGGACCGAGCAGATCACGTTA3’ y R-5’AGTAGCCATTCCACTTGGGTATG 3’ se encuentran subrayadas.
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(comp13827), 66.74 % con FeYSL3 (Fes_sc0000113.1.g000033.aua.1l) y 67.36 % con FeYSL3
(Fes_sc0001254.1.g000005.aua.1) .

En la base de datos BGDB, antes mencionada, se tienen dos secuencias completas de cDNA
correspondientes a YSL1 de F. esculentum (Fes_sc0002823.1.2000004.aua.1) y
(Fes_sc0000553.1.g000027.aua.1 /p). El fragmento de 484 pb obtenido coincide en un 100 % de
identidad con  Fes_sc0002823.1.g000004.aua.1  (figura 18) y en 9463 % con
Fes_sc0000553.1.g000027.aua.1 /p. Con los datos de identidad, se concluyé que se logré obtener la

secuencia parcial para el gen que codifica para una de las versiones de la proteina YSL1 en F. esculentum.
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Fa¥3L1 ATEERCCEAGCRGRICROGTITACGRGERETCGITETIGREC

Fes_scl002B23.1_g000004_qua.l AT CARGEGRATTCCA R CATEEACCFAGCAGAT CACGTTACGRGGAGT CSITET GAGE
e T T T L L L L L L L T T

Fa¥3L1 GTGAITCITEETETEATCTRC R AT TATAG T AT GREEITARACCTCACT ACTEETCTT
Fes_acl00Z2E23.1.g000004%.qua.l GTGAITC I TEET T AT CT A R AT TATAGCTATGRAGEITAR ACCTCACT ACTEETCTT
B T Y )

Fa¥3L1 AGT T GRATCI TR R R TCT CT e EETCT I TGO CTITEI GCT CATICECTCTTIGERCT
Fes_scl002B23.1_g000004_qua.l AET T GRATCT TR R T T CT e GG T CT T TGO CTITET GCTCATT GO TCTTGEACT
B T Y )

Fa¥3L1 ARGRTACA ARG R G TEEETITICARCTGTICCATICACTRARCREGRGRATECTRTZ
Fes_scl002B23.1_g000004_qua.l ARGRTACAAGRGE R AR TGEETITTCARCTGTICCATICACTARRCRAGRGRAATACTATE
L T T L L L L L T T T T ey

F=¥EL1 ATTCRGRCTI TG IGTIGCI TETIACAGCATIGCAC I TEGREETGEETITGEATITIAT
Fes_acl00Z2E23.1.g000004%.qua.l ATTCRGRCTI TG IGTIGCI TETIACAGCATIGCAC I TEGREETGEETITGEATITIAT
B T Y )

Fa¥3L1 TTGTIAGGACT AR T A RGARGRCTIATGACT TAGCT EETFIGEACACT T RAGEAR ATTCZ
Fes_scl002B23.1_g000004_qua.l TTGETTAGGACT GA R TARGARGACTTAT AT TAGCT GETETGEACACT T RAGEARATTCR
B T Y )

Fa¥3L1 T ARG TAT ARG CEECTEI TR ITGEATGACTICTIATCTCTICTIGETITICC
Fes_scl002B23.1_g000004_qua.l G ET AR TATA R EGRA CCRGCTET TR TTEEATGACTICTIATCTCTICTIGETTICCE
B T Y )

F=¥EL1 TTIGITGECIT G TIGT T IGR I TCCTCT CAG AR GATCITGATAGTAGRCTATRARTITE
Fes_scl002B23.1_g000004_qua.l TTI I TG I T eI TG T T I GA T TCCTCT CAG AR GATCTTRATAGTAGRCTATRARTTE
B T Y )

Fa¥3L1 ACATRCOCCARGTEERATEECTRACT- e
Fes_acl00Z2E23.1.g000004%.qua.l AR TR ARG T GeRATEECT ACTECAGT I TIATARATEGRITICRCT CGCAGEERAGALC

EhEAA SRS AR B

Figura 18. Alineamiento entre fragmentos de secuencias de FeYSL1. Con asteriscos se indica la posicion de los
residuos conservados entre secuencias.

La traduccion in silico de la secuencia parcial de FeYSL1 dio un fragmento proteico de 164 aa (figural9
a), vy, aligual que FeYSL3, éste gen posee el dominio OPT conservado en la familia de proteinas YSLy que
corresponde con la region total de 164 aa encontrada para FeYSL1 (figura 19 b). Los alineamientos con
esta secuencia (figura 19 c) mostraron que tiene identidad del 96.34 % con la proteina YSL1 (YELLOW
STRIPE 1 PROTEIN) de F. tartaricum (comp19716_c0_seq3 RNA seq analysis), del 79.27 % con YSL1 de
Beta vulgaris (XP_010676897.1), 73.17 % con YSL1 de Ricinus cummunis (XP_002518903.1), 70.12 % con
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YSL1 de Vittis vinifera (NP_001268107.1) y 68.90% con YSL1 de A. thaliana (AT4G24120). Se concluyé

qgue el fragmento de 484 pb obtenido corresponde al gen YSL1 de Fagopyrum esculentum.

a)

WTEQITLRGVVVSVILGVIYSIIAMRLNLTTGLSLNLNVSAGLLAFVLIRSWTKIQEK
AGFSTVPFTKQENTMIQTSAVACYSIALGGGFGSYLLGLNKKTYELAGVDTQGNS

PGSYKEPAVGWMTSYLFLVSFVGLFVLIPLRKILIVDYKLTYPSGMATIKI

b)

Query seq,
Mon-specific
hits

Superfanilies

c)

Figura 19. Analisis de la secuencia parcial de FeYSL1. a) Prediccion de la secuencia proteica (164 aa) del gen
FeYSL1 usando el servidor ExPASy; b) Dominio conservado con la familia de transportadores de oligopéptidos
(OPT); y c) Alineamiento de FeYSL1 (en rojo) con secuencias proteicas de YSL1 en otras especies. Con
asteriscos se indica la posicién de los residuos conservados entre secuencias, con puntos “:
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conservacion entre residuos con propiedades fuertemente similares.

se indica la
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El marco de lectura abierto de la secuencia Fes_sc0002823.1.g000004.aua.1, corresponde a una proteina
de la familia de los transportadores de oligopéptidos con 14 a 17 cruces transmebranales (figura 20),

similar a lo encontrado para FeYSL3.

HMMTOP - -_ — — - ; - - -

Figura 20. Analisis de topologia proteica. Prediccidn: secuencia Fes_sc0002823.1.g000004.

El andlisis de clados de transportadores de la familia YSL, permitid ubicar la secuencia

Fes_sc0002823.1.g000004.aua.1 dentro de los ortdlogos a YS1 (figura 21), de igual forma que FeYSL3.

Se han determinado los patrones de expresién de YSL1 y YSL3 por PCR-tiempo real en A. thaliana
(Waters et al., 2006), se conoce que ambos genes se expresan tanto en raices como en la parte area; sin
embargo, el gen AtYSL3 es mas abundante en raices. Por otro lado, AtYSL1 es expresado en hojas cuando
existe un exceso de Fe (Le et al., 2005). Se conoce poco a cerca de los transportadores YSL1 y YSL3 y su
induccion por metales en la raiz. En el presente trabajo, en el analisis de expresion por microarreglos a
las 24 h, se observd que el gen FeYSL1 es inducido para las tres condiciones con metales, no asi a las 48
h, donde sdlo la condicién con Cu, mostré una induccidn (valor z=1.7). Aun queda por corroborar esta
informacidn y realizar posteriores analisis que permitan conocer la expresion de los genes FeYSL1 y

FeYSL3 en Fagopyrum.
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Ortélogos de Y51

Fez =2c0002823.1.g000004.8ua.1 EVVIVMITSVHGRLELESPEEGDLGEGEDEVGE-ETKHNELF
Hv¥S31 FIVGITAMSMYROFSHEQVNNEAKNA-DDTVSLEELHROEIF
BAYS31A FIIGITSKESMYROQFNHERVENRVENV-DNTIALDELQRVEVE
Zmy¥ys1 KVFGVIVESLHQRLSRKRATNRVANGGDEMAALDDLORDEIF
0s¥SL15S KVTGVTAKSLENRFNRKSVSNTASEE-GDMVSLODLORDEVE

. - oo ) - - - . - . e
Clado 1
Bd_YSL3 —MLLITAYND-YRLKRQETDSVVANYLEKRHPSLNYDDRERIEVE
Fes =c0002823.1.g000004.8ua.1 FVVIVMITSVHGRLELK---5SPEEGDLGEGEDEVGKETKHNELF

0s_YSL® ALTIKNLFDSSK-————— LENAK-KGEDMPVLDELHRNEVE
Bd_YSLS HM443952.1 FSTTMNLLDESK-—————— LENTK-KEEDILPLDELHRNEVE
Oz ¥YSLls KVIVVTLESVEERSRER--—GLNNEV-ADADTMAIDOMORNEVE
0= Y5LZ EVIGITAKSLHERSHNRR---H-AKKA-TDEDTEVIADMORDEFF
Clado 2

Fes_scO002823.1.g000004 . aua.1 —— WV IVMITS—————— VHGRLELESPEEGILGEGENEVGEETE
0sYELE —————————— TYATIKEVMHARSKOCELILVEVHDD--DEC-SFLEAEEK

0s¥YSLE B JELITAKEICHARSFKEHRDLEPVOALLOD--DDSSROLLDEER
At¥s4  mmmmmm—————— —-FEICHESSROHNLEVFIDILD——ESELSVIMEEFE
AtYSLe EVFIRIATTLGDGE LY NLVE I IAVTVEELCS SRR LN LEIVI DS D--DEERSEILLVEE
Clado 3

Q=s¥5L17 SRLVRTACAMRERRRGRS—————— TUTARVEREFCLSATERTHMOSFODRRRAVE -

Fes scO002823_1_g000004.aua.1 W IVMITSVHERLEL———————— KEPEEGDLG—————-| EGEDEVGEETEHNELE -
REYELE EVLERTLECLEV)LEGFTTSISRT SFTLEEDFH———ASPLEPEOSYDORRTREFE -
REYELE EVLIBTFECELISIRGEAGER—— S5 LAHEEDPPRSPRSPLTERTISYDORRTREFE -
QOs¥YSL10 EVMIBT T ALV VBAMMEEP-——TLEVEG——GEE————0IPEETFLOERRIELE -
OsYSL13 FMITLTAFSLRSQIKE-FIAS-—-TLEVED--0GM-V-TTTARVEYLEERENELF -
ACYELT EVLGRIVECLYEQFR-K--0---VLEPIND--HT5---TAPVI ISYLDFERETELFL
Qs¥5L11 EVEGYTIEGE IVHMYEN-FMSH-———TLPISD——HET-FRNATEEESFODERENELFL
Q=s¥5L1Z EVLIRTTRGFVVMMEE -H-—5———TLEVSH——HES-EMVATERTSFODERRTELFL
OsYEL14 EVLIRTIAGE ISM O -HESKE-—-MLEVED--HGEM-SMSTREEVSFOOERRTEIF -

Figura 21. Dominio de bucle variable en la familia de transportadores YSL. Cada subgrupo de proteinas YSL se
analizé por separado usando CLUSTAL OMEGA, con el fin de resaltar las regiones del dominio variable que se
conservan entre las proteinas correspondientes a cada clado. El andlisis incluyd los transportadores YSL de

Arabidopsis (At), maiz (Zm), Brachypodium distachyon (Bd) y arroz (Os). Con asteriscos “*” se indican las regiones

“w.n

gue poseen un residuo totalmente conservado. Con doble punto “:” se indica la conservacién entre residuos con
o"n

propiedades fuertemente similares, con un solo punto “.” Se indica la conservacion entre residuos con
propiedades débilmente similares.
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5.3.3 Secuencia del fragmento del gen FeASA2

En un inicio se disefid el par de oligonucléotidos F-5° GCAGGAGACATATTTCAGATCG y 3 R-5
ACWGGYAAWGCMGCACGYAGS 3’ (degenerado), con el propdsito de obtener un segmento de secuencia
de alrededor de 653 pb, homdlogo al correspondiente gen AtASA1 (AT5G05730). Sin embargo, no
fue posible la amplificacion del fragmento de este gen, y se procedié de igual manera que con la
secuencias de los genes anteriores. Se trazaron oligonucledtidos especificos sobre un boceto de
secuencia ensamblada para el gen que codifica la subunidad alfa 1 de la enzima antranilato sintasa
(ASAla) con los datos del archivo DRX007657, que corresponde con un ensayo de RNA-seq en raices de

F. esculentum (ver Anexo, figura 4 A).

Empleando los oligonucléotidos F-5’ CAGATCGTGCTGAGTCAACGT3’ y F5’
AGAGTACCGCTCGATGTTCATCA 3’ (Tabla 5), se generd una secuencia de 375 pb (figura 22), la cual
presentd una mayor homologia con la secuencia correspondiente al gen ASA2 (Antranilato sintasa
subunidad alfa 2) de la planta Pyrus x bretschneider (Pera blanca china), con un 83 % de identidad entre
secuencias. En las plantas superiores, la ruta biosintética del aminoacido esencial triptéfano, produce
varios metabolitos secundarios, incluyendo la hormona acido indolacético (IAA). El IAA se sintetiza a
partir de la misma via del corismato al antranilato cuya sintesis es catalizada por la enzima antranilato
sintasa (Radwanski & Last, 1995). La enzima antranilato sintasa funciona formando un heterocomplejo
cuando se encuentran unidas la subunidad alfa con la subunidad beta (Poulsen et al., 1993). La
subunidad-a de la enzima ASA puede ser codificada por ASA1 o ASA2, dos genes no alélicos aislados en
A. thaliana (Niyogi & Fink, 1992). La secuencia parcial obtenida de F. esculentum mostré que posee una
mayor identidad con AtASA2 (75.20 %), que con AtASA1 (70.67 %) (figura 23). En el genoma de F.
tartaricum, se encuentra reportada una Unica secuencia homadloga a AtASA2 (no existen secuencias que
correspondan con AtASA1), con la que la secuencia parcial de FeASA2 presenta 82.40 % de identidad. De

igual forma, en la base de datos del genoma de F. esculentum no existe ninguna secuencia que presente
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homologia con AtASA1, sin embargo para AtASA2 existen dos secuencias que coinciden en F. esculentum
Fes_sc0000040.1.g000015.aua.1 /f y Fes sc0002607.1.g000006.aua.1 (/f). De los alineamientos el
fragmento de FeASA clonado, posee 96.80 % de identidad con Fes_sc0002607.1.g000006.aua.1 (/f) y 82.
13 % de identidad con Fes_sc0000040.1.g000015.aua.1. De la descripcién anterior, no queda duda que

se logré clonar un fragmento parcial correspondiente con el gen ASA2 de F. esculentum.

5'CAGATCGTGCTGAGTCAACGTTTTGAAAGGCGAACATTTGCAGACCCTTTTGAAATATACAGAGCTTTGAGAAT
TGTTAATCCAAGTCCGTATATGACTTACCTTCAGGCTAGGGGATGTATTCTAGTTGGCTCAAGTCCTGAAATCCTC
ACCCGTGTGAAAAAGGGCAAAGTCACCAATAGGCCCTTGGCTGGAACTATCCGAAGAGGAAAGACTCCTAAAG
AAGATCTCATGTTGGAAGAGCAGCTTTTGAATGATGAAAAGCAAAGAGCAGAGCATATTATGCTCGTCGACCTA
GGAAGGAATGACGTTGGAAAGGTCTCAAAACCAGGTTCTGTGAAAGTTGAAAAGCTGATGAACATCGAGCGGT
ACTCT3

Figura 22. Secuencia parcial (375 pb) del gen FeASA2a. Las secuencias correspondientes a los oligonucléotidos
F-5'CAGATCGTGCTGAGTCAACGT3’y R-5'TGATGAACATCGAGCGGTACTCT3’ se encuentran subrayadas.
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ATASAT ATATTTCAGAT LT GCT AT C ARG TTITGAGCGECGALRCATTTGCAGACCCCTITGAR

FeASA2 -—--——- CAGATCGTGCTGAGTCAACGTTTTGARAGGCGAACATTTGCAGACCCTTTTGAA
ATASAZ ATCTTTCAGATAGTTCTTAGTCAGAGATT TGAAAGGCGEACATTTGCGGACCCATTTGAG
FREFER EE Kk kAR * R EREEE EREE TEAEAEAEAFT FRAEE EEREER
ATASAL GTTTATAGAGCACTAAGAGTTETGAATCCARGT CCOTATATGGGTTATT TGCAGGTTGE
FeASAZ ATATACAGAGCTTTGAGRATTGTTAATCCAAGTCCGTATATGACT TACCTTCAGGCTAGS
AtASAZ ATATATAGAGCTCTTAGGATTGTAAATCCAAGTCCCTACATGECCTATTTGCAGGTTAGA
* Kk EREREE & EHEERE FAAFXAFTRFEREEE d*dk *whE * & ® O OREEE kK
ATASAL GATGGAGAGARCATTTCTCAACAACTTTGCATTTTGTACTTGTGGATAAACCATCAATEC
FeASAZ GEATGTATTCTAGT T ————————————————————m—
ATASAZ GEATGCATATTAGT T~ —————————————————————
* * L
AtASAL TETTTTCGTTCTGTTATTCAGGCTAGAGGAT GCATTTTGGTAGCATCAAGTCCAGARATT
FEASA2 —mmmm e GECTCAAGTCCTGAMATC
BLASAZ  mmmm e e GCATCAAGTCCAGAGATA
* FEEFRRTRRRE R OER
ATASAL CTCACCARAGTAAAGCAGARCARGATAGT GAAT CGGCCATTGECAGGAACCAGCARGAGA
FeASAZ CTCACCCGTGTGARARAGGGCARAGTCACCAATAGGCCCTTGECTGGAACTATCCGARGA
ATASAZ TTGTTACGTTCAAARRATAGGARAATTACCAAT CGCCCCCTTGCTGGAACTGTCAGARGA
* e e * o * AR R R *oRER kR RRR ] L
ATASAL GGGRAGRATGAAGT TGAGGATARGAGATTAGARAAGGAACTGCTAGAGAATGAARRGCA]
FeASA2 GEARAGACTCCTAAAGAAGATCTCATGTTGGAAGAGCAGCTITTGAATGAT GAAARGCA
ATASAZ GEGAAGACACCCARAGALGATCTAATGCT GGARRARGAGCTCTTAAGCGATGARAAACAR
L R e kR * * EEE K L 3 * HEEERERRE Rk
ATASAL TETECTEAGCACATCATGTTEETTEATCTCGETCGCAACGATCTTGGAAAGGTTACGARA
FeASAZ ACAGCAGAGCATATTATGCTCATCAACCTAGGAAGGAATGACGTTGGARAGGTCTCAARA
ATASAZ TECGCAGAACATATTATGCTTGTTGAT TTGGGAAGGALCGATCTTGGCAAGGTTTCARAG
* KAk AR RE ORE kkERE R kk AR *ORE kR kR ERAEEFT RERERE R

Figura 23. Alineamiento de FeASA2 conservados entre las secuencias de AtASA1 y AtASA2. Los
asteriscos indican la posicion de los residuos

El transcrito de FeASA2, se tradujo in silico y se obtuvo la prediccion proteica (figura 24 a), se observo
qgue corresponde con los dominios (figura 24 b) que se enumeran a continuacién: dominio de unién a
corismato, pabB amino deoxicorismato sintetasa, PRK07093 para-aminobenzoato sintetasa componente

1, PLNO7093 antranilato sintasa componente 1, trpE antranilato sintasa componente 1y TrpE antranilato
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para-aminobenzoato sintetasa, todos ellos asociados con la enzima antranilato sintasa. Los
alineamientos a nivel de proteina con esta secuencia (figura 24 c¢) mostraron que tiene identidad del
90.38 % con la subunidad 2 a de la enzima antranilato sintasa de F. tartaricum (comp29197_c0_seql
RNA seq analysis), 91.35 % con ASA2 de Beta vulgaris (XP_010685585.1), de 94.23 % con Theobroma
cacao (XP_008385069.1) y de 81.73 % con ASA2 de A. thaliana (AT2G29690). Por lo anterior, este

fragmento parece coincidir mejor con el gen ASA2 que codifica para la subunidad alfa.

a)
ALRIVNPSPYMTYLQARGCILVGSSPEILTRVKKGKVTNRPLAGTIRRGKTPKED
LMLEEQLLNDEKQRAEHIMLVDLGRNDVGKVSKPGSVKVEKLMNIERYS

1 15 30 45 L1 75 a0 104

c)

b) Query seq, HILRIIW:IPSFI"\"N'II'\"LQIHREECIII_VGSISPEIIL'II'RVI-ICKGI-QVTBIJRPII_HG':'IRI&GK%PK&DLHLE&QLL‘ND&KQI‘?HE}llII‘1II_VDII_GRILIDVEEKVéKPEIiSVI-QUEI:(LNILIIEII?\"é
N?n-specific Chorismate_bind
hits pabB
PRKOZ093
Superfanilies Chorismate_bind superfamily
Hulti-domains PLNOZ244%
trpE_most
TrpE
Arabidopsis_thaliana RSRZ ADPFEIYRALRIVNPSPYMAYLOVEGCILVAS SPEI LLESENREITNRPLAGTVRRGET P
Fagopyrum tartaricum ASAZ ADPFEIYRALRIVNPSPYMI YLORRGSI LVAS SPEVLIEVERGVVINRFLAGTTRERGRETE
Beta wvulgaris_ ASAZ ADPFEAYRALRIVNPSPYMGYLORRGCILVASSPEI LTCVERGKITNRFLAGTIRRGETE
Theobroma_cacao ASAZ ADPFEIYRALRIVNPSPYMT YLORARGCT LVASSPEI LTEVEEGKVINRFLAGTIRRGET P
FeRSR2e:  mm—————— LIRIVNESEYMT YLORRGCILVES SPEI LTRVERGEVINRFLLGTIRRGKT B
hhkhkhhhhchk khk kk _hkk kkkkoh har nkkkkhhhk khkkakk
Brabidopaia_thaliana ASRZ KEDIMIEKE LLSDEKQCAEH TMLVDLGRNOVGEVSKE PGSVEVEKLED TEWF SHVMHISST
Fagopyrum tartaricum ASR2 EEDLVLEEE LLEDEKQRAEH IMLVIDLGRNDVGEVSKPGSVEVEKLMN IERY SHVMHISST
Beta_wvulgaris ASRZ KEDYMTLENQLINDOEQCAEH IMLVOLGRNOVGEVSEFGSVEVEKLMN TERY SHVMHISST
Thecbroma cacac ASAZ KEDIMLEKE LLADEKECAEH IMLVIDLGRNDVGEVSKPGSVEVEKLMN IERY SHVMHISST
FelSE 2o KEDIMILEEQLINDEKQRAEH TMLVDLGRNOWVGEVSK PGSVEVEKIMN TERY S——— ===~

sk akkeekdk kak: k¥kkkkkdhkkAkkkdkkdhkdkk kkkakakk s kk wk

Figura 24. Analisis de la secuencia proteica de FeASA. a) Prediccion de la secuencia proteica (104 aa) del gen
FeASA2 usando el servidor EXPASy. b) Dominios conservados: de unién a corismato, pabB amino deoxicorismato
sintetasa, PRKO7093 para-aminobenzoato sintetasa componente 1, PLNO7093 antranilato sintasa componente 1,
trpE antranilato sintasa componente 1 y TrpE antranilato para-aminobenzoato sintetasa componente 1; y c)
alineamiento de FeASA2 con secuencias proteicas de ASA2 en otras especies. Los asteriscos indican la posicion

u.n

de los residuos conservados entre secuencias, con puntos se indica la conservacién entre residuos con

propiedades fuertemente similares.
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Los diferentes genes que codifican para la subunidad alfa de ASA parecen estar sujetos a distintos
mecanismos de regulacién transcripcional. En A. thaliana ASA1 se induce por heridas y por infeccion
bacteriana, mientras que el mensajero de ASA2 estd presente en pequefias cantidades, no responde a
estos estimulos y se ha determinado su expresidon como constitutiva a nivel basal. De manera similar, la
abundancia del transcrito de ASA1 de Ruta graveolens aumenta en un factor de 100 en respuesta al
tratamiento por infeccidon con hongos, mientras que los niveles transcripcionales de ASA2 no se ven
afectados y el gen es expresado constitutivamente (Niyogi & Fink, 1992). En el analisis de los datos
procedentes de los microarreglos realizado con muestras de raices de Fagopyrum, el gen ASA1 mostré

una sefial de induccién a las 24 h por Al, Cuy Zn; mientras que a las 48 h sélo por Cuy Zn.

5.3.4 Secuencia del fragmento del gen FeZEP

Al igual que para los anteriores genes, el ensamble de secuencias de datos de RNAseq permitié generar
un boceto del gen ZEP de Fagopyrum (745 pb) (ver Anexo, figura 5), sobre el cual se disefaron diversos
pares de oligonucledtidos. Empleando los cebadores (F 5° TGTCCATGCTATGCAGCCAAACAT 3’ y R 5’
GCATGCTTTTCCGAAACCTGA 3’) para el transcrito de ZEP, se obtuvo la secuencia nucleotidica parcial de
630 pb (figura 25 a). A partir de la prediccién proteica (figura 25 b), se observd que la regidn clonada
corresponde con el dominio PLN02927 (figura 25 c) cuya funcidn esta directamente involucrada en la
epoxidacion de la zeaxantina. Los alineamientos con esta secuencia (figura D) mostraron que tiene
identidad cercana con la enzima zeaxantina epoxidasa de F. tartaricum (96.57 %, comp19716_cO_seq3
RNA seq analysis), Vitis vinifera (78.33%, AAR11195.1), Ricinus communis (75.98%, XP_002523587.1),
Dianthus caryophyllus (71.57%, BAN15741.1), Beta vulgaris (69.12 %, XP_010666612.1) y A. thaliana
(68.63 %, AT5G67030). Ademas, se realizé un alineamiento con la proteina ZEP determinada para F.
esculentum en un trabajo realizado con el transcriptoma floral de la planta en el 2011 por Logacheva y
colaboradores, el alineamiento mostré un 99 % de identidad entre ambas secuencias. En la base de

datos BGDB, dos secuencias coinciden con el ID del gen ZEP de A. thaliana:
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Fes_sc0004040.1.g000005.aua.1 y Fes_sc0006590.1.g000009.aua, la region clonada de FeZEP resultd
100 % idéntico a la secuencia Fes_sc0004040.1.e000005.aua.1 vy 7844 % a
Fes_sc0006590.1.g000009.aua.1.

a)
5'TGTCCATGCTATGCAGCCAAACATGGGTCAAGGGGGTTGCATGGCAATCGAGGATGGCTACCAACTTGCTTT
GGAGCTCGATAAAGCTTGGGAAGATAGTGTTGCAAATGGAAAGCCTATTGACATTGTTTCTTCTCTTAAGAGTTA
TGAGAAAGCTAGAAGACTCCGGGTGGCCGTGATTCACGGAATGGCAAGAATGGCAGCAATAATGGCATCAACT
TACAAGGCATATTTAGGTGTTGGACTTGGTCCATTGTCGTTCCTGACAAATTTGAGGATACCACATCCAGGGAGA
GTTGGTGGGAGATTTTTCATTGATCAAGCGATGCCTCCAATGCTTAGCTGGGTTTTGGGTGGTAACAGCTCAAAC
CTTGAAGGAAGGCCCCCAGCGTGCAGACTCTCAGACAGAGCAAGTGATCAACTAAAGACATGGTTTGAAGATGA
CTATGCCCTAGAGCGTGCTATAAATGGAGAGTGGTACCTTCTCCCACAGGGAAACTCTACAGGTGTGGCACCTAT
TTGTTTGATCCGAGAAGAAGACAAAGTTTACCTTATTGGGAGCATAGCTAGTGAAGATTCTCCAGGATCATCCAT
CGTGCTGCCTTATCCTCAGGTTTCGGAAAAGCATGC3’

b)
VHAMQPNMGQGGCMAIEDGYQLALELDKAWEDSVANGKPIDIVSSLKSYEKARRLRVAVIHGMARMAAIMASTYKAYLGVGL
GPLSFLTNLRIPHPGRVGGRFFIDQAMPPMLSWVLGGNSSNLEGRPPACRLSDRASDQLKTWFEDDYALERAINGEWYLLPQG
NSTGVAPICLIREEDKVYLIGSIASEDSPGSSIVLPYPQVSEKH

1 25 50 75 100 125 150 175 204
fuery seq. e ————
Hon=-specific PREKOGZSS
hits
Superfanilies NADE_Rossmann superfamily
Hulti-donains PLNOZ2927

TEEEAILRRDIYDRSPGFIWGKGRVILLGDSIHAMOPNMGOGGCHMATEDSFOLALELTE L
d ) IDEDAILRRDIYDRIPSFNWGKGRVILLGD SIHAMOPNMGOGCGCMATED SYOLATDLEKA
TDEEAILRRDIYDRTPEFITWGEGRITLLGDSVHAMIDNLGY ITEDSYELARGLEKRL

TDEEAILRRDIYDRTET FTWERCRVI LLGD SWHAMO DIMGS
IEDSYQLALELDKA
TEDGYQLALELDOKA
. IEDGYOLALELDKA
MALTEDSYQLALELDKA

TDEDAILRRDIYDREDVEFTWEKGRVT LLGDSTHAM] DIRMGH
——————————— Y DRTPTLNWEKGRVT LLEGDSVEAMI DIBMG
——————————————————————————————— VHAMOD,
TEEEAILERDIYDRIPTINWGKGRVT LLGDSVHAMID

WEQSVETTT PVDVVSSLERYEE SRRLRVAT THAMARMAL TMA STYRAYLGVELEDLSFLT
WNKSVESGT DPVDVV SSLRSYEGSRELRVAVIHGMARMAL ITMASTYKAYLGVELEDLSFLT
WOTSVESGHEDPVDVVS5S5LRSYESARKLRVAI THGLARMALVMATTYKPFLGVELEDLSFLT
_ WEQSIKSGT PIDVY SCLESYERARRTRVAY THGHMARMAL TMA STYRAYLGVELEDLSFLT
is_ZED WEQSIESGT PVDVVSSLESYERTRELRVAT THGMARMAL TMASTYKAYLGVELEGPLEFLT
lentum floral transcriptome WEDSVANGKPIDIVSSLESYEKARRLEVAVIHGMARMAL IMASTYKAYLGCWIWSIVVED

ianthus

FeZER - WED SVANGKPIDIVSSLEKSYEKARRLRVAVIHGHMARMAR IMASTYKAYLGVELEELSFLT
Fagopyrum_tartaricum ZED WEDSVATGKD IDVV SSLESYEKARRLRVAVIHGMARMAL TMASTYKAYLGVELEDLSFLT
Arzbidopsis thalizna ZEP EFRVPHEGRVGGRF FVDIAMPSMLOW V LGENSEKLOGRE P SCRLTDKADDRLREWFEDDD

KFRIDHEGRVCESRYFISQAMDPLMLESW I LGCNSERLECRT DOCRLSERASTOLORWEFEDDD
KFKIDHEGRVGSRYFL S DAMDPLMLSWV LGEHNSEKLEGRY DHCALSEKANNOLRRWFEDDD

Figura 25. Secuencia parcial del gen FeZEP (630 pb). a) secuencia nucleotidica. b) Prediccién de la secuencia
proteica (204 aa) del gen FeZEP usando el servidor ExPASy. c¢) Dominios conservados PLN02927 anteraxantin
epoxidasa/zeaxantin epoxidasa. d) alineamiento de FeZEP con secuencias proteicas de ZEP en otras especies.

72



Estudios en A. thaliana han permitido determinar que la raiz de plantas contiene las enzimas para la
sintesis de novo de ABA, entre estas enzimas se encuentran isoformas (especificas de raiz) de la
proteina fitoeno sintasa (PSY) encargada de realizar el primer paso en la via de sintesis de B-caroteno,
asi como también se tienen las enzimas B-caroteno hidroxilasas (BCH1) y la enzima zeaxantina
epoxidasa. De estos trabajos se ha observado que en raices de A. thaliana, los transcritos de los genes
PSY, BCH1 y ZEP son inducidos por un aumento en la concentracién de sales (NaCl) en el medio (Ruiz-
Sola et al., 2014). Los datos de microarreglos de raices de F. esculentum a las 24 h de exposicion a los

metales Al, Cuy Zn, revela que el gen FeZEP es inducido por estos metales.

5.4 Expresion por PCR semi-cuantitativa de los genes

El estudio de transcriptomas por microarreglos de raices de F. esculentum mostré cambios, con respecto
al control, enla expresion de genes en respuesta a las 24 y 48 h a los metales Al, Cuy Zn. La medida de
la expresion génica por la técnica de PCR convencional proporciond datos cualitativos, que son utiles
para tener una buena referencia para la estandarizacion de la técnica bajo las condiciones

experimentales sefialadas en este trabajo.

En éste trabajo se clonaron cuatro genes en total, unicamente los genes FeYSL1 y FeZEP1 fueron
seleccionados a partir del estudio de la expresidn en el microarreglo a las 24 h. Debido a dificultades en
la estandarizacion de la técnica, soélo fue posible realizar las pruebas de expresién con los genes FeYSL1,
FeYSL3 y ASA2a utilizando muestras pertenecientes a tres réplicas bioldgicas, sin embargo los resultados
no fueron comparables entre réplicas, por lo que no se realizdé un analisis estadistico. Los resultados que
se muestran a continuacion corresponden sélo a una de las réplicas, a pesar de esto, los resultados se

discuten de acuerdo a la significancia de los mismos con relacién al objetivo.
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El objetivo principal del estudio por PCR semicuantitativa, fue el de validar la expresién del gen FeYSL1
en el microarreglo alas 24y 48 h. En este estudio también se evalud la expresidon en tiempos menores
alas 24 y 48 h, a fin de observar de qué manera se podia comportar la expresion de este gen y asociarlo

a una respuesta fisiologica.

5.4.1 Expresion del gen FeYSL1

En la figura 27 a se muestra el resultado del analisis de expresién por PCR-semicuantitativa del gen
FeYSL1, en puntas de raices (= 1 cm) de plantulas de Fagopyrum. Las pruebas de expresidn se realizaron
empleando los oligonucléotidos F-5’ATGGACCGAGCAGATCACGTTA 3 y R-
5’ACACCAGCTAACTCATAAGTCTTCTT 3’ (Tabla 5) y la enzima TagPolymerasa (Invitrogen) para la
amplificacion. Los resultados de expresion se evaluaron a partir de la medicién de densitometrias, con
lo cual se calculd el valor de la expresidn relativa normalizada (ERN) del gen FeYSL1 en cada condicion.
En la figura 25 B se observa que en las condiciones control, Cuy Zn, la expresién relativa normalizada del
gen FeYSL1 aumenta en los tiempos de 0 a 24 h y disminuye a las 48 h. En el tratamiento con Al, Ia
expresion del gen FeYSL1 mostrd un pico de induccidn a las 12 h que decae posteriormente alas 24y a
las 48 h (figura 25 B). En la tabla 6 se muestran los datos de valores de cambio, donde la condicién con
Al (valor de cambio = 1.64) mostré el valor mas alto de induccion. Estos resultados de expresion
semicuantitativa confirman que el gen FeYSL1 se induce en raices de F. esculentum tratadas con Al, Cuy
Zn. A diferencia de lo observado con el andlisis por microarreglos, en donde la condicién con Cu fue la
gue mostré una mayor expresion del gen, en el PCR semicuantitativo fue el Al el que mostré una mayor
inducciéon. Cdmo se menciond anteriormente, estos resultados no son concluyentes, ya que no se tiene

una validacién estadistica.
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Figura 26. Analisis de expresion del gen FeYSL1 en puntas de raiz (®1cm) expuestas durante 0,6, 12,24y 48 h
a los tratamientos control, 50 UM Al, 0.75 UM Cu y 2.5 UM Zn. a) Geles de corrida para FeYSL1, Actina, bandas
28 y 18 S de rRNA. b) Expresidn relativa normalizada del gen FeYSL1 con respecto al gen de referencia. El resultado
corresponde al experimento realizado con una réplica bioldgica.
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Tabla 6. Medidas de la densitometria (Densidad integrada) de las bandas en los geles de corrida.

Expresion relativa normalizada y % de cambio con respecto al valor de la condicién control.

Tratamientos Densidad integrada Densidad integrada Expresion Relativa Nornalizada Valor de cambio
Act FeYSL1 (ERN)
Control
0 107558 11234 10.44459733
6 80300 11038 13.74595268
12 98627 15148 15.35887739
24 119273 45175 37.87529449
48 110981 16534 14.89804561
50 uM Al
0 107558 15402 14.31971587
6 99309 59606 60.02074334 4.366430232
12 109568 102848 93.86682243 6.111567927
24 62719 39183 62.47389148 1.649462858
48 27611 12497 45.26094672 3.038045923
0.75 pM Cu
0 107558 12340 11.47287975
6 44343 8911 20.09561825 1.461929829
12 69124 14119 20.42561194 1.329889642
24 58525 26860 45.8949167 1.211737554
48 75144 9422 12.53859257 .8416266735
2.5 M Zn
0 107558 11166 10.38137563
6 57067 13736 24.06995286 1.751057451
12 43406 17005 39.17661153 2.550747072
24 66545 27670 41.58088512 1.097836615
48 49547 8611 17.37945789 1.166559584
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Se ha reportado que miembros de la familia de proteinas YSL son encargados de transportar diversos
metales en complejos con nicotianamina en plantas. La nicotianamina es un precursor en la via de
sintesis de los fitosideréforos derivados del acido mugineico, y a diferencia de estos la nicotianamina se
encuentra en todas las plantas y no es exudada en la rizosfera. A partir de valoraciones potenciométricas
en soluciones con diferencias de acidez (pH 5.5 — 7), se ha reportado que la nicotianamina forma
complejos estables con los metales Fe (l1), Cu (1) y Zn (ll), mientras que no puede formar complejos con
el Al (Ill) (Yoshimura et al., 2011). En plantas de arroz y A. thalina, se propone que la nicotianamina forma

complejos estables con Fe (ll)-NA a pH 7 (Grillet et al., 2014; Conte & Walker, 2011)

En un andlisis transcripcional realizado en dos lineas isogénicas cercanas de plantas de trigo, con
diferencias en su tolerancia a aluminio, se observo la induccién del gen YSL1 (YELLOW STRIPE LIKE 1) en
raices, después de 15 miny 1 h de tratamiento con 50 uM de Al** en la linea isogénica sensible Chilsholm.
Los autores proponen que el incremento de la expresion del gen YSL1 en ésta linea sensible, se debe a
una deficiencia de Fe, y por lo tanto, el aumento en la expresién de YSL1 puede ser un mecanismo para
la regulacién de la absorcion y el transporte de hierro durante el estrés por Al (Guo et al., 2007). En
raices de plantas de F. esculentum a las 6, 12, 24 y 48 h de exposicidn a 50 uM de AICI; se observo la
induccion del gen YSL1 (Tabla 6) en estas condiciones, y por los reportes mencionados anteriormente en
plantas de trigo, se sugiere que en plantas de Fagopyrum el estrés por Al, podria ocasionar, a estos
tiempos tempranos de exposicion, una deficiencia de Fe, y por lo cual, la planta busca movilizarlo
usando el transportador YSL1, sin embargo haria falta realizar estudios para conocer si efectivamente

este transportador moviliza hierro en Fagopyrum.

Asi mismo, al igual que para el Al, un exceso de los metales Cuy Zn, provoca una deficiencia de hierro en
plantas, debido a que presentan un radio atdmico similar y la misma carga, desplazando al hierro al ser
transportados preferencialmente en lugar de este metal (Liphadzi & Kirkham, 2006). Los resultados

obtenidos del analisis de expresién del gen YSL1 en raices de F. esculentum expuestas durante 6y 12 h
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a una concentracion de 2.5 uM de ZnSO4, mostraron la induccidn de la expresion de este gen (Tabla 6),
lo cual podria sugerir que la transcripcién del FeYSL1 es un proceso regulado por la presencia de Zn, cuyo
producto proteico podria estar involucrado en mantener la homeostasis de Zn o Fe, sin embargo, como
se menciond, es necesario validar los resultados de expresion del gen FeYSL1 vy realizar analisis
funcionales como la complementacion de FeYSL1 en mutantes de Arabidospsis thaliana atylsl/atysi3 y

evaluar la movilizacidn de hierro en la planta.

5.4.2 Expresion del gen FeYSL3

Debido a que en un principio se logrd la amplificacidn y secuenciacién del gen FeYSL3 cuya proteina se
asocia al transporte de complejos NA-metal al igual que YSL1; se procedid a evaluar el comportamiento
de este gen en diferentes tiempos de exposicion a Al, Cu o Zn en puntas de raices de F. esculentum. En
la figura 26 A se muestra el resultado de la expresidn del gen FeYSL3 usando los oligonucléotidos F5’
TACTTTTGGATTGCAGGCTTGGA3' vy R-5'TAACCATTGAGACTTTTCATACTGCT3’ (Tabla 4), que
corresponden a la segunda secuencia parcial de FeYSL3 determinada en este trabajo. Del andlisis de la
expresion relativa normalizada (figura 28 b), se observé que en la condicién con Al hubo una induccién
alas 12 h, la cual disminuyd a las 24 h y a las 48 h se observé un aumento. En la condicién con Cu la
expresion alas 6y 12 h incrementd, a las 24 h se mantuvo y a las 48 h mostro un pico de induccion. En
la condicidn con Zn, se observé un resultado similar, el valor mayor de expresién se encontrd a las 24 h.
Los valores de cambio entre las condiciones con respecto al control (Tabla 7) fueron los siguientes: 1.33

para la condicién con Al, 1.03 para la condicion con Cuy 2.7 en la condicidén con Zn.
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Figura 27. Analisis de expresion del gen FeYSL3 en puntas de raiz (®1cm) expuestas durante 0, 6, 12, 24 y 48
h a los tratamientos control, 50 uM Al, 0.75 pM Cu y 2.5 uM Zn. a) Geles de corrida para FeYSL3, Actina,
bandas 28 y 18 S de rRNA. b) Expresion relativa normalizada del gen FeYSL3 con respecto al gen de referencia.
El resultado corresponde al experimento realizado con una réplica bioldgica.



Tabla 7. Medidas de la densitometria (Densidad integrada) de las bandas en los geles de corrida.

Tratamientos Densidad Densidad Integrada Expresion Relativa Valor de
integrada Actina FeYSL3 Normalizada (ERN) cambio
Control
0 107558 19611 18.23295338
6 80300 19611 24.42216687
12 98627 19611 19.88400742
24 119273 28611 23.98782625
48 110981 19611 17.67059226
50 UM Al
0 107558 26617 24.74664832
6 99309 23537 23.70077234 0.9704614852
12 109568 61999 56.58495181 2.845751895
24 62719 20018 31.91696296 1.330548364
48 27611 24941 90.32994097 5.111879648
0.75 UM Cu
0 107558 13640 12.68152997
6 44343 11409 25.72897639 1.053509155
12 69124 21476 31.06880389 1.562502127
24 58525 14498 24.77231952 1.032703808
48 75144 35862 47.72436921 2.700779266
2.5 UM Zn
0 107558 20063 18.65319177
6 57067 20162 35.33040111 1.446653005
12 43406 15242 35.11496107 1.765990141
24 66545 31650 47.56180029 1.982747407
48 49547 19601 39.56041738 2.238771445

En trabajos realizados con plantas de A. thaliana, se ha determinado por estudios de transcriptomas a
lo largo de su ciclo de vida, que el gen YSL3 es expresado principalmente en la células de la endodermis
de la raiz primaria, en la zona de la elongacién (0.5 a 1 cm desde la base de la raiz) (Schmid et al., 2005).

En estudios de lineas de dobles mutantes ys/1ys/3 de A. thaliana, se observé la reduccidon en la fertilidad
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y desarrollo de embriones. Estos resultados junto con el aumento de AtYSL1 y AtYSL3 durante la
senescencia en las hojas, revelaron el papel de AtYSL1 y AtYSL3 en la movilizacion del hierro en la

senecencia de hojas y en el desarrollo de semillas (Waters et al., 2006).

En el analisis de expresion por PCR semicuantitativa en puntas de raices de F. esculentum, se observo
que el gen FeYSL3 se indujé por Zn a las 24 h y por los tres metales, Al, Cuy Zn, alas 12y 48 h (Tabla 7);
con base en los reportes mencionados anteriormente para YSL1 y sobre la posible funcién de los
transportadores YSL en general, se podria sugerir que la induccién de este gen en las condiciones
sefaladas, se debe a que el estrés por los metales Al, Cuy Zn, en F. esculentum es percibido como una
deficiencia de hierro, lo cual activa la expresidn de los genes YSL1y YSL3 enraices, y su producto proteico
puede estar involucrado en el transporte de Fe desde la raiz hacia los brotes por el floema, lo que
permitiria regular la homeostasis de este metal. Ademads de esto, seria Gtil la caracterizacién funcional
de ambos transportadores, a partir de andlisis con dobles mutantes knockout de ys/1/ysi3 en F.
esculentum y mutantes individuales en el gen YSL1y YSL3, ademads de la medicidn de los niveles de hierro
en la planta, para asi poder proponer el papel que cada uno tiene durante la respuesta de adaptacién a

los metales Al, Cuy Zn en F. esculentum.

5.4.3 Expresion del gen FeASA2a

Finalmente se evalud la expresion del gen FeASA2a con el objeto de conocer su comportamiento a
diferentes tiempos de exposicion a los metales. En la figura 29 a se muestra el resultado de la expresién
del gen FeASA2a usando los cebadores F-5'TGAAATCCTCACCCGTGTGAAGA 3" y R-
5’ACAGGCAATGCAGCTCGCAA 3’ (Tabla 5). Del andlisis de la expresidn relativa normalizada (figura 29 b),
se observo que la expresidon del gen en la condicidn control cambid muy poco con respecto al tiempo,
sin embargo su expresion es creciente desde las 0 a las 48 h. En la condicion con Al el patrén es similar,

sin embargo a las 48 h se observd una mayor induccion en comparacion a los otros tiempos. En la
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condiciéon con Cu se observd una induccién desde las 0 a las 6 h de tratamiento, que se mantuvo
constante hasta las 24 h, y se redujé a las 48 h. En la condicidén con Zn se observé un comportamiento
parecido a la condicién con Cu, sin embargo, a las 12 h se observé una expresidon mayor en comparacion
alos tiempos anteriores, que disminuyd a las 24 hy se mantuvo a las 48 h. Ya que no fue posible obtener
el gen ASAla como tal, sino que se obtuvo el gen ASA2a; se examinaron los datos del microarreglo
nuevamente a las 24 y 48 h con el ID correspondiente a A. thaliana, de esto se obtuvo que el gen ASA2«a
no mostré induccién. Comparando estos resultados con los obtenidos por PCR semicuantitativa, se tiene
que el valor de cambio con respecto al control a las 24 h (Tabla 8) con Al es de 1.33, con Cues de 1.23y
con Zn es de 1.09. A las 48 h los valores de cambio (Tabla 8) son los siguientes: 2.76, 0.61 y 1.10
respectivamente para Al, Cu y Zn. Los resultados anteriores indican que Unicamente la exposicién
durante 48 h con Al incrementa la expresién del gen FeASA2a, lo cual no coincide con lo obtenido en el

microarreglo tanto para el gen ASA1a como para el gen ASA2a.
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Figura 28. Analisis de expresion del gen FeASA2a en puntas de raiz (®1cm) expuestas durante 0,6, 12,24 y 48
h alos tratamientos control, 50 uM Al, 0.75 uM Cu y 2.5 UM Zn. a) Geles de corrida para FeASA2q, Actina, bandas
28 y 18 S de rRNA. b) Expresion relativa normalizada del gen FeASA2a con respecto al gen de referencia. El
resultado corresponde al experimento realizado con una Unica réplica bioldgica.
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Expresion relativa normalizada y del % de cambio con respecto al valor de la condicién control.

Tratamientos Densidad Densidad integrada Expresion Relativa Valor de cambio
integrada Act FeASA2 Normalizada (ERN)
Control

0 107558 9799 9.110433441

6 80300 11615 14.46450809

12 98627 15468 15.68333215

24 119273 22779 19.09820328

48 110981 23032 20.75310188

50 UM Al

0 107558 16917 15.72825824

6 99309 18540 18.66900281 1.290676647
12 109568 29691 27.09824036 1.727836923
24 62719 15956 25.44045664 1.332086389
48 27611 15864 57.45536199 2.76519247

0.75 UM Cu

0 107558 8360 7.772550624

6 44343 9625 21.70579347 1.500624379
12 69124 15145 21.90990105 1.397018238
24 58525 13750 23.49423323 1.230180289
48 75144 9596 12.77014798 0.6153368328

2.5 UM Zn

0 107558 12500 11.6216367

6 57067 11920 20.88772846 1.444067667
12 43406 12828 29.55351795 1.884390234
24 66545 13871 20.84454129 1.091439911
48 49547 11312 22.83084748 1.100117351

Tabla 8. Medidas de la densitometria (Densidad integrada) de las bandas en los geles de corrida.

En plantas de A. thaliana el gen ASA2 (ANTHRANILATE SYNTHASE 2) codifica para la subunidad alfa de la
enzima antranilato sintasa, implicada en el paso limitante de la sintesis de acido indol acético (IAA) por

la via dependiente de triptéfano. El gen AtASA2 se expresa constitutivamente a nivel basal en carpelos,
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cotiledones, pedicelos de flores, células guarda, hipocétilos, meristemos de inflorescencia, apices de
hojas, lamina basal de hojas, pétalos, peciolos, embriones, raices, semillas, sépalos y en el sistema
vascular de la hoja (Schmid et al., 2005). Se ha observado que el gen AtASA2 no cambia su expresién en
la raiz al exponer plantas de A. thaliana a diferentes tipos de estrés abidtico (estrés por frio, osmético,
salino, oxidativo, UV-B, estrés mecanico y estrés por calor) por 0, 0.5, 1, 3, 6, 12 y 24 h (Kilian et al.,

2007).

Por otro lado, se tienen referencias que el IAA junto con la hormona etileno se acumulan en la raiz en
respuesta a metales como el Al. Estas homonas participan regulando la morfologia de la raiz, inhibiendo

la elongacidn del meristemo primario e induciendo la proliferacion de raices laterales (Kopittke, 2016).

Los resultados del andlisis de expresién de genes por PCR-semicuantitativa en puntas de raices de
Fagopyrum, mostraron un aumento de la transcripcién del gen FeASA2 a las 12 h en las condiciones con
Al y Zn (Tabla 8), ademds de un aumento a las 48 h en la condicién con Al. Como se mencioné en el
apartado 5.3.3, en Fagopyrum existe un solo gen para codificar la subunidad alfa de la enzima antranilato
sintasa, con todo lo anterior podria sugerirse que la expresion del transcrito de FeASA2 es regulada en
presencia de los metales Al y Zn, cuyo producto proteico puede participar en la via de sintesis del 1AA;
sin embargo, habria que validar los resultados de expresion ademas de realizar mediciones de la

actividad de la enzima antranilato sintasa y de los niveles de IAA.
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6. Conclusiones y consideraciones finales.

De acuerdo a lo obtenido en el microarreglo, 264 y 51 genes fueron inducidos en comun a los metales
Al, Cu y Zn en raices de Fagopyrum esculentum a las 24 y 48 h de tratamiento respectivamente. Lo
anterior muestra que la respuesta general de Fagopyrum a los metales a las 24 h es mayor, en

comparacion con la respuesta a las 48 h, que se vuelve mas especifica.

La categorizacion funcional de los 264 genes que representan la respuesta general a los metales a las 24
h, reveld genes de defensa, relacionados a la regulacién de la homostasis de Ca, del transporte de
metales (ZIP, YSL y ABC), de la sintesis de hormonas (IAA y ABA), de la respuesta antioxidante, y de la

respuesta al estrés bidtico y abidtico en general.

El andlisis de los 51 genes sobreexpresados en comun en la respuesta especifica de los metales a las 48
h revelé genes del metabolismo de hormonas citocininas, del Acido Jasménico y Acido Salicilico, del
transporte de metales (NRAMP), de respuesta al estrés abidtico, sefializaciéon en plasmodesmos y de la

percepcién de brasinoesteroides.

Se tienen las clonas de cuatro de ellos en Fagopyrum: el gen FeYSL1 y dos formas no alélicas del gen
FeYSL3 (genes relacionados con el transporte de metales), y dos genes relacionados con la sefalizacién

del estrés y la sintesis de hormonas: auxinas (ASA2) y acido abscisico (ZEP).

Con estos datos se pueden realizar analisis posteriores de expresién sensibles como PCR-tiempo real,
empleando las secuencias caracterizadas, asi como también realizar andlisis a nivel proteico e ir

construyendo la red de respuesta a los metales en F. esculentum.
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8.Anexos

Tabla 1A. Lista de los 264 genes inducidos en comiin al tratamiento con los metales Al, CuoZnalas24 hen F.

esculentum.

iD Nombre del gen
At1g01680 plant U-box 54(PUB54)
At1g02350 protoporphyrinogen oxidase-like protein(AT1G02350)
At1g03370 C2 calcium/lipid-binding and GRAM domain containing protein(AT1G03370)
At1g04530 Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein(TPR4)
At1g04560 AWPM-19-like family protein(AT1G04560)
At1g05370 Sec14p-like phosphatidylinositol transfer family protein(AT1G05370)
At1g05380 Acyl-CoA N-acyltransferase with RING/FYVE/PHD-type zinc finger
protein(AT1G05380)
At1g07820 Histone superfamily protein(AT1G07820)
At1g07830 ribosomal protein L29 family protein(AT1G07830)
At1g08580 hypothetical protein(AT1G08580)
At1g09935 Phosphoglycerate mutase family protein(AT1G09935)
At1g12210 RPS5-like 1(RFL1)
Atl1g12540 basic helix-loop-helix (bHLH) DNA-binding superfamily protein(AT1G12540)
Atl1g15180 MATE efflux family protein(AT1G15180)
At1g15210 pleiotropic drug resistance 7(ABCG35)
At1gl6610 arginine/serine-rich 45(SR45)
At1g18100 PEBP (phosphatidylethanolamine-binding protein) family protein(E12A11)
At1g20780 senescence-associated E3 ubiquitin ligase 1(SAUL1)
At1g22160 senescence-associated family protein (DUF581)(AT1G22160)
At1g22630 SSUH2-like protein(AT1G22630)
At1g22920 COP9 signalosome 5A(CSN5A)
At1g22940 thiamin biosynthesis protein(TH1)
At1g23300 MATE efflux family protein(AT1G23300)
At1g24996 hypothetical protein(AT1G24996)
At1g27350 Ribosome associated membrane protein RAMP4(AT1G27350)
At1g29930 chlorophyll A/B binding protein 1(CAB1)
At1g30400 multidrug resistance-associated protein 1(ABCC1)
At1g31070 N-acetylglucosamine-1-phosphate uridylyltransferase 1(GIcNAc1pUT1)
At1g31260 zinc transporter 10 precursor(ZIP10)
At1g31290 ARGONAUTE 3(AGO3)
At1g32360 Zinc finger (CCCH-type) family protein(AT1G32360)
At1g34050 Ankyrin repeat family protein(AT1G34050)
At1g34710 hypothetical protein(AT1G34710)
At1g37045 hypothetical protein(AT1G37045)
Atl1ga7495 hypothetical protein(AT1G47495)
At1g49015 DPP6 N-terminal domain-like protein(AT1G49015)
At1g49710 fucosyltransferase 12(FUT12)
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At1g50390 pfkB-like carbohydrate kinase family protein(AT1G50390)

At1g52940 purple acid phosphatase 5(PAP5)

At1g55370 NDH-dependent cyclic electron flow 5(NDF5)

At1g55840 Sec14p-like phosphatidylinositol transfer family protein(AT1G55840)

At1g58280 Phosphoglycerate mutase family protein(AT1G58280)

At1g60095 Mannose-binding lectin superfamily protein(AT1G60095)

At1g60880 AGAMOUS-like-56(AGL56)

At1g64170 cation/H+ exchanger 16(CHX16)

At1g65660 Pre-mRNA splicing Prp18-interacting factor(SMP1)

At1g65990 type 2 peroxiredoxin-related / thiol specific antioxidant / mal allergen family
protein(AT1G65990)

At1g67860 transmembrane protein(AT1G67860)

At1g68590 Ribosomal protein PSRP-3/Ycf65(PSRP3/1)

At1g70720 Plant invertase/pectin methylesterase inhibitor superfamily
protein(AT1G70720)

At1g73340 Cytochrome P450 superfamily protein(AT1G73340)

At1g75590 SAUR-like auxin-responsive protein family(AT1G75590)

Atlg75700 HVA22-like protein G(HVA22G)

At1g75710 C2H2-like zinc finger protein(AT1G75710)

At1g77090 thylakoid lumenal protein (Mogl/PsbP/DUF1795-like photosystem I
reaction center PsbP family protein)(AT1G77090)

At1g79200 splicing regulatory glutamine/lysine-rich-like protein(SCI1)

Atl1g79740 hAT transposon superfamily(AT1G79740)

At1g80110 phloem protein 2-B11(PP2-B11)

At2g01920 ENTH/VHS/GAT family protein(AT2G01920)

At2g02440 transmembrane protein(AT2G02440)

At2g03000 RING/U-box superfamily protein(AT2G03000)

At2g03460 Galactose oxidase/kelch repeat superfamily protein(AT2G03460)

At2g03500 Homeodomain-like superfamily protein(AT2G03500)

At2g03510 SPFH/Band 7/PHB domain-containing membrane-associated protein
family(AT2G03510)

At2g05642 Nucleic acid-binding, OB-fold-like protein(AT2G05642)

At2g06908 hypothetical protein(AT2G06908)

At2g10020 hypothetical protein(AT2G10020)

At2g14110 Haloacid dehalogenase-like hydrolase (HAD) superfamily
protein(AT2G14110)

At2g14130 hypothetical protein(AT2G14130)

At2g14450 hypothetical protein(AT2G14450)

At2g14530 TRICHOME BIREFRINGENCE-LIKE 13(TBL13)

At2g14700 hypothetical protein(AT2G14700)

At2g15460 Pectin lyase-like superfamily protein(AT2G15460)

At2g15590 spire, putative (DUF1685)(AT2G15590)

At2g16160 hypothetical protein(AT2G16160)

At2g16200 structural molecule(AT2G16200)

At2g16460 coiled-coil 90B-like protein (DUF1640)(AT2G16460)

At2g17040 NAC domain containing protein 36(NAC036)

At2g17290 Calcium-dependent protein kinase family protein(CPK6)

At2g17870 cold shock domain protein 3(CSP3)

At2g18240 Rerl family protein(AT2G18240)
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At2g18290 anaphase promoting complex 10(APC10)

At2g19560 proteasome family protein(EER5)

At2g19750 Ribosomal protein S30 family protein(AT2G19750)

At2g20070 defensin-like protein(AT2G20070)

At2g20240 GPl-anchored adhesin-like protein, putative (DUF3741)(TRM17)

At2g21150 XAPS5 family protein(XCT)

At2g21210 SAUR-like auxin-responsive protein family(AT2G21210)

At2g21240 basic pentacysteine 4(BPC4)

At2g21340 MATE efflux family protein(AT2G21340)

At2g21900 WRKY DNA-binding protein 59(WRKY59)

At2g22560 Kinase interacting (KIP1-like) family protein(NET2D)

At2g22920 serine carboxypeptidase-like 12(SCPL12)

At2g23950 Leucine-rich repeat protein kinase family protein(AT2G23950)

At2g24270 aldehyde dehydrogenase 11A3(ALDH11A3)

At2g26700 AGC (cAMP-dependent, cGMP-dependent and protein kinase C) kinase family
protein(PID2)

At2g27505 FBD-like domain family protein(AT2G27505)

At2g27730 copper ion binding protein(AT2G27730)

At2g29995 PSY3-like protein(AT2G29995)

At2g31955 cofactor of nitrate reductase and xanthine dehydrogenase 2(CNX2)

At2g32710 Cyclin-dependent kinase inhibitor family protein(AT2G32710)

At2g33990 IQ-domain 9(iqd9)

At2g34200 RING/FYVE/PHD zinc finger superfamily protein(AT2G34200)

At2g36380 pleiotropic drug resistance 6(ABCG34)

At2g36750 UDP-glucosyl transferase 73C1(UGT73C1)

At2g37110 PLACS8 family protein(AT2G37110)

At2g37160 Transducin/WD40 repeat-like superfamily protein(AT2G37160)

At2g39950 flocculation protein(AT2G39950)

At2g40080 EARLY FLOWERING-like protein (DUF1313)(ELF4)

At2g40110 Yippee family putative zinc-binding protein(AT2G40110)

At2g40650 PRP38 family protein(AT2G40650)

At2g41090 Calcium-binding EF-hand family protein(AT2G41090)

At2g43460 Ribosomal L38e protein family(AT2G43460)

At2g43810 Small nuclear ribonucleoprotein family protein(LSM6B)

At2g44310 Calcium-binding EF-hand family protein(AT2G44310)

At2g45410 LOB domain-containing protein 19(LBD19)

At3g03310 lecithin:cholesterol acyltransferase 3(LCAT3)

At3g04980 DNAJ heat shock N-terminal domain-containing protein(AT3G04980)

At3g06080 trichome birefringence-like protein (DUF828)(TBL10)

At3g06200 P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily
protein(AT3G06200)

At3g06250 FAR1-related sequence 7(FRS7)

At3g06690 putative acyl-coenzyme A oxidase(AT3G06690)

At3g07100 Sec23/Sec24 protein transport family protein(ERMO2)

At3g08700 ubiquitin-conjugating enzyme 12(UBC12)

At3g12750 zinc transporter 1 precursor(ZIP1)

At3g14450 CTC-interacting domain 9(CID9)

At3g19560 F-box family protein(AT3G19560)
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At3g19740 P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily
protein(AT3G19740)

At3g21130 F-box and associated interaction domains-containing protein(AT3G21130)

At3g21480 BRCT domain-containing DNA repair protein(AT3G21480)

At3g21870 cyclin p2;1(CYCP2;1)

At3g25950 TRAM, LAG1 and CLN8 (TLC) Ilipid-sensing domain containing
protein(AT3G25950)

At3g26160 cytochrome P450, family 71, subfamily B, polypeptide 17(CYP71B17)

At3g26750 HECT-like ubiquitin-conjugating enzyme (E2)-binding protein(AT3G26750)

At3g28550 Proline-rich extensin-like family protein(AT3G28550)

At3g43660 Vacuolar iron transporter (VIT) family protein(AT3G43660)

At3g44110 DNAJ homologue 3(J3)

At3g44820 Phototropic-responsive NPH3 family protein(AT3G44820)

At3g45400 exostosin family protein(AT3G45400)

At3g46650 UDP-Glycosyltransferase superfamily protein(AT3G46650)

At3g49440 F-box associated ubiquitination effector family protein(AT3G49440)

At3g51250 Senescence/dehydration-associated protein-like protein(AT3G51250)

At3g52870 IQ calmodulin-binding motif family protein(AT3G52870)

At3g53540 afadin(TRM19)

At3g57960 Emsy N Terminus (ENT) domain-containing protein(AT3G57960)

At3g60960 Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein(AT3G60960)

At3g61200 Thioesterase superfamily protein(AT3G61200)

At3g62010 metal ion-binding protein(AT3G62010)

At4g00140 Calcium-binding EF-hand family protein(EDA34)

At4g00620 Amino acid dehydrogenase family protein(EMB3127)

At4g01780 XH/XS domain-containing protein(AT4G01780)

At4g01880 methyltransferase(AT4G01880)

At4g02180 DC1 domain-containing protein(AT4G02180)

At4g06744 Leucine-rich repeat (LRR) family protein(AT4G06744)

At4g07390 Mannose-P-dolichol utilization defect 1 protein(AT4G07390)

At4g08810 calcium ion binding protein(SUB1)

At4g08870 Arginase/deacetylase superfamily protein(ARGAH2)

At4g08900 arginase(ARGAH1)

At4g09280 hypothetical protein(AT4G09280)

At4g09640 magnesium transporter, putative (DUF803)(AT4G09640)

At4g09770 TRAF-like family protein(AT4G09770)

At4g09840 hypothetical protein(AT4G09840)

At4g09890 mediator of RNA polymerase |l transcription subunit, putative
(DUF3511)(AT4G09890)

At4g09970 transmembrane protein(AT4G09970)

At4g10265 Wound-responsive family protein(AT4G10265)

At4g10610 CTC-interacting domain 12(CID12)

At4g10695 CDC68-like protein(AT4G10695)

At4g10840 Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein(KLCR1)

At4g10880 hypothetical protein(AT4G10880)

At4g10890 DDE family endonuclease(AT4G10890)

At4g11560 bromo-adjacent homology (BAH) domain-containing protein(AT4G11560)

At4g12930 hypothetical protein(AT4G12930)

At4g13550 putative triglyceride lipase(AT4G13550)
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At4g14480 Protein kinase superfamily protein(AT4G14480)

At4g14830 17.6 kDa class Il heat shock protein(HSP1)

At4g14965 membrane-associated progesterone binding protein 4(MAPR4)

At4g15550 indole-3-acetate beta-D-glucosyltransferase(IAGLU)

At4g16500 Cystatin/monellin superfamily protein(AT4G16500)

At4gl16515 root meristem growth factor(RGF6)

At4g17080 Histone H3 K4-specific methyltransferase SET7/9 family protein(AT4G17080)

At4g17140 pleckstrin homology (PH) domain-containing protein(AT4G17140)

At4g17210 weak chloroplast movement under blue light protein (DUF827)(AT4G17210)

At4g17940 Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein(AT4G17940)

At4g18830 ovate family protein 5(OFP5)

At4g19730 Glycosyl hydrolase superfamily protein(AT4G19730)

At4g22235 defensin-like protein(AT4G22235)

At4g22630 Bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S albumin
superfamily protein(AT4G22630)

At4g22740 glycine-rich protein(AT4G22740)

At4g23000 Calcineurin-like metallo-phosphoesterase superfamily protein(AT4G23000)

At4g24120 YELLOW STRIPE like 1(YSL1)

At4g24590 RING finger protein(AT4G24590)

At4g24880 snurportin-1 protein(AT4G24880)

At4g26190 Haloacid dehalogenase-like hydrolase (HAD) superfamily
protein(AT4G26190)

At4g28420 Tyrosine transaminase family protein(AT4G28420)

At4g30740 QWRF motif protein(AT4G30740)

At4g32080 hypothetical protein(AT4G32080)

At4g32850 nuclear poly(a) polymerase(nPAP)

At4g32860 Avr9/Cf-9 rapidly elicited protein(AT4G32860)

At4g32970 BRISC/BRCA1-A complex protein(AT4G32970)

At4g34040 RING/U-box superfamily protein(MBR2)

At5g01730 SCAR family protein 4(SCAR4)

At5g01840 ovate family protein 1(OFP1)

At5g02502 Oligosaccaryltransferase(AT5G02502)

At5g04020 calmodulin binding protein(AT5G04020)

At5g05730 anthranilate synthase alpha subunit 1(ASA1)

At5g06265 hyaluronan mediated motility receptor-like protein(AT5G06265)

At5g06280 hypothetical protein(AT5G06280)

At5g07480 KAR-UP oxidoreductase 1(KUOX1)

At5g07660 structural maintenance of chromosomes 6A(SMC6A)

At5g10810 enhancer of rudimentary protein(ER)

At5g11470 bromo-adjacent homology (BAH) domain-containing protein(AT5G11470)

At5g14610 DEAD box RNA helicase family protein(AT5G14610)

At5g14620 domains rearranged methyltransferase 2(DRM2)

At5g15060 Lateral organ boundaries (LOB) domain family protein(AT5G15060)

At5g16400 thioredoxin F2(TRXF2)

At5g17200 Pectin lyase-like superfamily protein(AT5G17200)

At5g17410 Spc97 / Spc98 family of spindle pole body (SBP) component(AT5G17410)

At5g17500 Glycosyl hydrolase superfamily protein(AT5G17500)

At5g18170 glutamate dehydrogenase 1(GDH1)

At5g20440 Mob1/phocein family protein(AT5G20440)
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At5g22680 F-box protein(AT5G22680)

At5g23600 RNA 2'-phosphotransferase, Tptl / KptA family(AT5G23600)
At5g25030 ATP-binding protein (DUF2431)(AT5G25030)

At5g25170 PPPDE putative thiol peptidase family protein(AT5G25170)
At5g25240 stress induced protein(AT5G25240)

At5g25415 hypothetical protein (DUF239)(AT5G25415)

At5g28220 Protein prenylyltransferase superfamily protein(AT5G28220)
At5g32590 myosin heavy chain-like protein(AT5G32590)

At5g34860 hypothetical protein(AT5G34860)

At5g35737 Tall-like non-LTR retrotransposon(AT5G35737)

At5g36170 high chlorophyll fluorescent 109(HCF109)

At5g39170 myb-like protein Q(AT5G39170)

At5g39680 Pentatricopeptide repeat (PPR) superfamily protein(EMB2744)
At5g39720 avirulence induced protein 2 like protein(AIG2L)

At5g39800 Mitochondrial ribosomal protein L27(AT5G39800)

At5g40660 ATP12 protein-like protein(AT5G40660)

At5g41790 COP1-interactive protein 1(CIP1)

At5g42040 regulatory particle non-ATPase 12B(RPN12b)

At5g42330 hypothetical protein(AT5G42330)

At5g43120 ARM-repeat/Tetratricopeptide repeat (TPR)-like protein(AT5G43120)
At5g43520 Cysteine/Histidine-rich C1 domain family protein(AT5G43520)
At5g43840 heat shock transcription factor A6GA(HSFA6A)

At5g44070 phytochelatin synthase 1 (PCS1)(CAD1)

At5g44850 Protein with RNI-like/FBD-like domain(AT5G44850)

At5g45670 GDSL-like Lipase/Acylhydrolase superfamily protein(AT5G45670)
At5g47220 ethylene responsive element binding factor 2(ERF2)

At5g48590 phosphoserine aminotransferase, putative (DUF760)(AT5G48590)
At5g49030 tRNA synthetase class | (I, L, M and V) family protein(OVA2)
At5g49450 basic leucine-zipper 1(bzIP1)

At5g49890 chloride channel C(CLC-C)

At5g50335 hypothetical protein(AT5G50335)

At5g52280 Myosin heavy chain-related protein(AT5G52280)

At5g52890 AT hook motif-containing protein(AT5G52890)

At5g53010 calcium-transporting ATPase(AT5G53010)

At5g53590 SAUR-like auxin-responsive protein family(AT5G53590)
At5g57690 diacylglycerol kinase 4(DGK4)

At5g58500 LIGHT-DEPENDENT SHORT HYPOCOTYLS-like protein (DUF640)(LSH5)
At5g59370 actin 4(ACT4)

At5g66070 RING/U-box superfamily protein(AT5G66070)

At5g66450 Phosphatidic acid phosphatase (PAP2) family protein(LPPepsilon2)
At5g67030 zeaxanthin epoxidase (ZEP) (ABA1)(ABA1)

At5g67600 cysteine-rich TM module stress tolerance protein(WIH1)
At2g16480

AT5G27807.1

Tabla 2A. Lista de los 51 genes inducidos en comun al tratamiento con los metales Al, Cuo Zn alas 48 hen F.

esculentum.
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Id

Nombre del gen

At1g07320 ribosomal protein L4(RPL4)
At1g07980 nuclear factor Y, subunit CLO(NF-YC10)
At1g53060 Legume lectin family protein(AT1G53060)
At1g59990 DEA(D/H)-box RNA helicase family protein(EMB3108)
At1g62220 transmembrane protein(AT1G62220)
At1g68460 isopentenyltransferase 1(I1PT1)
At1g68920 basic helix-loop-helix (bHLH) DNA-binding superfamily protein(AT1G68920)
At1g71490 Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein(AT1G71490)
At1g74360 Leucine-rich repeat protein kinase family protein(AT1G74360)
NAC (No Apical Meristem) domain transcriptional regulator superfamily
At1g76420 protein(CUC3)
At1g76590 PLATZ transcription factor family protein(AT1G76590)
At1g76780 HSP20-like chaperones superfamily protein(AT1G76780)
At1g77885 hypothetical protein(AT1G77885)
At2g01660 plasmodesmata-located protein 6(PDLP6)
At2g20920 chaperone (DUF3353)(AT2G20920)
At2g22900 Galactosyl transferase GMA12/MNN10 family protein(AT2G22900)
At3g13490 Lysyl-tRNA synthetase, class [I(OVA5)
At3g19280 fucosyltransferase 11(FUT11)
P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily
At3g28600 protein(AT3G28600)
At3g32070 hypothetical protein(AT3G32070)
At3g53350 ROP interactive partner 4(RIP3)
At4g10020 hydroxysteroid dehydrogenase 5(HSD5)
At4g21000 alpha carbonic anhydrase 6(ACA6)
At4g21920 hypothetical protein(AT4G21920)
At4g28770 Tetraspanin family protein(AT4G28770)
At4g35400 hypothetical protein(AT4G35400)
S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferases superfamily
At4g36470 protein(AT4G36470)
At4g37860 SPT2 chromatin protein(AT4G37860)
At5g14610 DEAD box RNA helicase family protein(AT5G14610)
At5g17890 DAl-related protein 4(DAR4)
At5g25870 hypothetical protein(AT5G25870)
At5g26805 B3 domain protein(AT5G26805)
At5g31787 hypothetical protein(AT5G31787)
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At5g37370 PRP38 family protein(ATSRL1)
At5g39170 myb-like protein Q(AT5G39170)
At5g40760 glucose-6-phosphate dehydrogenase 6(G6PD6)
At5g42325 Transcription factor IS protein(AT5G42325)
At5g42540 exoribonuclease 2(XRN2)
At5g44570 transmembrane protein(AT5G44570)
At5g48290 Heavy metal transport/detoxification superfamily protein(AT5G48290)
Plant invertase/pectin methylesterase inhibitor superfamily
At5g50050 protein(AT5G50050)
At5g51650 hypothetical protein(AT5G51650)
At5g52000 importin alpha isoform 8(IMPA-8)
low-temperature-responsive protein 78 (LTI78) / desiccation-responsive
At5g52310 protein 29A (RD29A)(LTI78)
At5g52490 Fibrillarin family protein(AT5G52490)
At5g52890 AT hook motif-containing protein(AT5G52890)
At5g62710 Leucine-rich repeat protein kinase family protein(AT5G62710)
At5g63060 Sec14p-like phosphatidylinositol transfer family protein(AT5G63060)
At5g65010 asparagine synthetase 2(ASN2)
At5g67330 natural resistance associated macrophage protein 4(NRAMP4)

AT5G58320.2

105



Act YSL1 YSL3 ASA2a

Ciclos de amplificacion
25 28 30 33 25 28 30 33 25 28 30 33 25 28 30 33

Control

50 uM AICl3

0.75 uM CuSOs4

W oo

2.5 uM ZnSO«

Figura 1 A. Curvas de expresion exponencial. Determinacion de los ciclos de amplificacion adecuados
para la visualizacién de los cambios en la expresidn de los genes Act, FeYSL1, FeYSL3 y FeASA2a en las

distintas condiciones.
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5’'GTCGGAGTTGACACTGTGGGCAATGGTCCAAATAGCTACAAGAATCTCAAACTTGGCTGGATGACTGGATTTC

TGTTTGTTAGCAGCTTTGTTGGTTTGTGGGCATTGGTTCCACTTAGAAAGATCATGATAATAGATTATAAACTCGC
TTATCCAAGTGGAACTGCAACTGCAGTTCTCATCAATGGGTTTCACACGGCGAAAGGAGACAAGAATGCCAATC

AAGTTAATGGATTTGTGAAAATTTTCTCCTTGAGCTTCCTGTGGAGCTTCTTCCAGTGGTTCTATTCCGGAGGAAA
TACTTGTGGCTTTGGCCAATTCCCTACTTTTGGATTGCAGGCTTGGAAAAACTCTTTTTACTTCGATTTTACCATGA
GCTATGTTGGAGCTGGAATGATATGTTCTCATCTTGTGAACTGGTCACTTCTCCTTGGCGCAACTCTTTCCTGGGG
TGATGTGGCCATTATTCATGGGTTCAAAGGAAAGTGGTTTCCTGCATCAATACCCGAGAGCAGTATGAAAAGTCT

CAATGGTTATAAGGTATTTATTTCAATTGCCCTCATACTTGGAGATGGGCTTTATAATTTTCTTAAGGTGCTGTATT
ACACCATGAGAAACATCTATGCCAGATTGAAGGAAAAGAATACTAGAACCTTTTCGGAGAGCCAAACTCAACGG
TTAGATGATCTTCAACGGAACGAGATCTTTGTAAGAGAAACTATTCCTGTTTGGCTAGCCTGCATTGGATATGGA
GTCTTGGCAATGGTTTCCATCATTGTTATCCCCCTTATGTTCCCTGAGCTGAAGTGGTACTATGTTGTAATTGCCTA
CATTCTTGCACCTTCTCTGAGCTTCTGCAATGCATATGGTGCTGGTTTGACTGACATGAACATGGCCTATAACTAC
GG3'

Figura 2A. Secuencia parcial del gen FeYSL3 (911 pb), obtenida del ensamble de fragmentos de 100 pb
provenientes del archivo DRX007657.

5'CATGGACCGAGCAGATCACGTTAAGAGGAGTTGTTGTGAGTGTGATTTTGGGTGTGATTTATAGCATTATAGC
TATGAGGTTGAATCTCACTACTGGTCTTAGTCTGAATCTTAACGTTTCTGCTGGTCTTCTTGCCTTTGTGCTCATTC
GTTGTTGGACTAAGATACAAGAGAAAGTTGGGATTTCAACTGTTCCATTCACTAAACAAGAGAATACTATGATTC
AGACTTCTGCTGTTGCTTGCTATAGCATTGCACTTGGAGGTGGGTTTGGATCCTATTTGTTAGGACTCAACAAGA
AGACATATGAGTTAGCTGGTGTAGACACTCAAGGAAACTCGCCGGGTAGCTATAAGGAACCGGCTGTTGGTTGG
ATGACTTCTTATCTATTCTTGGTTTCCTTTGTTGGGTTGTTTGTGTTGATTCCTCTCAGGAAGATCTTGATAGTAGA
CTATAAATTGACATACCCAAGTGGAATGGCTACTGCAGTTCTTATAAATGGATTTCACTCGCAGGGAGACAAAGT
ATCAAAGGAGCAAGTGAAGCGGTTTGCTAAGTT3’

Figura 3A. Secuencia parcial del gen FeYSL1 (559 pb, obtenida del ensamble de fragmentos de 100 pb
provenientes del archivo DRX007657.

107



5’ CTGAAGCGTTTTGTGGTGGATGGGTTGGATATTTCTCATATGATACTGTTCGCTATGTGGAGAAGAAAAAGCTT
CCTTTTTCTAATGCTCCCATGGATGACAGGAACCTTCCGGACCTCCACTTAGGGTTATACGATAATATTATCGTTTT
CGATCATGTGGAGAAGAAAGTGTACGTGATCCAGTGGGTTCAATTAGATCAATATTCATCTGTTGAGGAGGCAT
ACAAGGATGGAATGGAAAGGTTGGATTCTTTGGTGTCTAGAGTTCATGGAAGAGACATGCCAAAGCTTGCCGCT
GGTTCAATCAAACTGAAGACTAGTCTTTTTGGTCCATCCTTGGAGAATTCGAACATGACAAAAGAGGAATATCAG
AAAGCTGTGTTGCGATCAAAAACATATACTTGCAGGAGACATATTTCAGATCGTGCTGAGTCAACGTTTTGAGCG
GCGAACATTTGCAGAAGAACATATCCTGGCTGGTGACATATTCCAGATCGTGTTAAGTCAGCGTTTTGAAAGGCG
AACATTTGCAGACCCTTTTGAAATATACAGAGCTTTGAGAATTGTTAATCCAAGTCCGTATATGACATACCTTCAG
GCTAGGGGATGTATTCTAGTTGGATCAAGTCCTGAAATCCTCACCCGTGTGAAGAAGGGCAAAGTCACCAATAG
ACCCTTGGCTGGAACTATCCGAAGAGGAAAGACTCCTAAAGAAGATCTCATGTTGGAAGAGCAGCTTTTGAACG
ATGAAAAGCAAAGAGCAGAGCATATTATGCTCGTCGACCTAGGAAGGAATGACGTTGGAAAGGTCTCAAAACC
AGGTTCTGTGAAAGTTGAAAAGCTGATGAACATCGCGAGCTGCATTGCCTGTTGGAACTGTTAGCGGAGCTCC3

Figura 4A. Secuencia parcial del gen FeASA1 (894 pb), obtenida del ensamble de fragmentos de 100 pb
provenientes del archivo DRX007657.

5'CTGGGGAAAAGGACGTGTCACTTTGTTAGGTGATTCTGTCCATGCTATGCAGCCAAACATGGGTCAAGGGGGT
TGCATGGCAATCGAGGATGGCTACCAACTTGCTTTGGAGCTCGATAAAGCTTGGGAAGATAGTGTTGCAAATGG
AAAGCCTATTGACATTGTTTCTTCTCTTAAGAGTTATGAGAAAGCTAGAAGACTCCGGGTGGCCGTGATTCACGG
AATGGCAAGAATGGCAGCAATAATGGCATCAACTTACAAGGCATATTTAGGTGTTGGACTTGGTCCATTGTCGTT
CCTGACAAATTTGAGGATACCACATCCAGGGAGAGTTGGTGGGAGATTTTTCATTGATCAAGCGATGCCTCCAAT
GCTTAGCTGGGTTTTGGGTGGTAACAGCTCAAACCTTGAAGGAAGGCCCCCAGCGTGCAGACTCTCAGACAGAC
AAGTGATCAACTAAAGACATGGTTTGAAGATGACTATGCCCTAGAGCGTGCTATAAATGGAGAGTGGTACCTTC
TCCCACAGGGAAACTCTACAGGTGTGGCACCTATTTGTTTGATCCGAGAAGAAGACAAAGTTTACCTTATTGGGA
GCATAGCTAGTGAAGATTCTCCAGGATCATCCATCGTGCTGCCTTATCCTCAGGTTTCGGAAAAGCATGCCCGCA
TTAGCGTAAAAAATGGTGCTTTTTTCTTGACTGATCTACGAAGTGAGCACGGAACCTTCATCACCGATACCGAG 3’

Figura 5A. Secuencia parcial del gen FeZEP (894 pb), obtenida del ensamble de fragmentos de 100 pb
provenientes del archivo DRX007657.
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