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SUMARIO

Solanum pimpinellifolium es una especie silvestre de tomate de comportamiento anual
que se distribuye en Sudamérica a lo largo de la costa de Ecuador, Per( y Chile, donde
crece bajo distintas condiciones de disponibilidad hidrica. Un estudio previo caracterizé a
nivel fenotipico la respuesta de dos poblaciones de S. pimpinellifolium de la region Lima
(Azpitia y Universidad Nacional Agraria La Molina-UNALM) y dos de la region Piura
(Tambogrande y Morante) al estrés hidrico. Este nuevo estudio se propuso evaluar la
posible relacion entre la expresion de los genes CBF1, CRTLb y SIERF1, involucrados en
la respuesta a estrés hidrico, y las respuestas fenotipicas observadas en el estudio anterior.
La evaluacion incluy6 dos poblaciones adicionales respecto del estudio anterior, Pantanos
de Villa en la region Lima y Colan en la region Piura. Los aspectos fenotipicos mas
relevantes de la respuesta a la disminucion de riego observada en el estudio anterior
(contenido de pigmentos fotosintéticos, eficiencia fotosintética, contenido de materia
seca, contenido relativo de agua, capacidad antioxidante, area foliar, evaluacion del
crecimiento) fueron evaluados en las seis poblaciones.

Los resultados demuestran que la expresion relativa de los genes CBF1, CRTLb y SIERF1
en S. pimpinellifolium es sensible al estrés hidrico, aunque ello varia de acuerdo a la
poblacién examinada. La expresion relativa del gen CBF1 mostré una tendencia a
aumentar en todas las poblaciones bajo ambos modelos de estrés hidrico, y en la
reduccion de riego se asocio con una menor altura de las plantas. Este aumento solo pudo
asociarse con un mantenimiento de la eficiencia fotosintética en las poblaciones de Piura
y en la de Pantanos de Villa. Por otro lado, la imposibilidad de establecer una relacion
entre la expresion relativa de CRTLb y los niveles de carotenoides totales en plantas con
riego reducido sugiere que otros genes influirian de forma significativa en la regulacién
de la concentracion de estos pigmentos durante la restriccién hidrica en esta especie. En
cuanto a SIERF1, los experimentos de reduccion de riego solo permitieron observar un
aumento de su expresion relativa en la poblacién de UNALM, que coincidié con una
tendencia de dicha poblacion a incrementar su contenido relativo de agua y con una caida
de su densidad estomaética. Las respuestas fenotipica y molecular al estrés hidrico
distinguieron a la poblacién de Pantanos de Villa del resto de poblaciones, por lo que es
recomendable analizar en mayor profundidad su situacion filogenética dentro de la
especie.



SUMMARY

Solanum pimpinellifolium is an annual wild tomato species from South America,
distributed along the coast of Ecuador, Per( and Chile where it grows under different
conditions of water availability. A previous study characterized the phenotypic response
of two populations of S. pimpinellifolium from Lima (Azpitia and Universidad Nacional
Agraria La Molina-UNALM) and two populations from Piura (Tambogrande and
Morante) under water stress. The present study aimed to evaluate a putative relationship
between the expression of CBF1, CRTLb and SIERF1, three genes involved in the
response to water stress, and the phenotypic responses previously reported. Aside from
the populations previously studied, two additional populations were included: Pantanos
de Villa from Lima and Colan from Piura. The most relevant phenotypic parameters
examined in the previous study in response to reduced watering (content of
photosynthetic pigments, photosynthetic efficiency, dry matter content, relative water
content, antioxidant capacity, leaf area, plant stature) were evaluated in the six
populations.

The relative expression of CBF1 showed a tendency to increase in all populations with
both water stress models, and was associated with a diminished plant stature when
watering was reduced. This increase in CBF1 relative expression was associated with
maintenance of photosynthetic efficiency only in the populations of Piura and in the
Pantanos de Villa population. On the other hand, the absence of an association between
CRTLD relative expression and total carotenoids content in plants under reduced watering
suggests that other genes might be involved in the regulation of this variable. As for
SIERF1, an increase in its relative expression could only be observed in the UNALM
population under reduced watering, which concurs with a trend of this population to
increase its relative water content.

The phenotypic and molecular responses to water stress of the Pantanos de Villa
population distinguished it from other populations, and therefore it is recommended to
examine in-depth its position within the phylogeny of the species
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. Introduccion

El tomate cultivable, Solanum lycopersicum, es considerado a nivel mundial la segunda
hortaliza en importancia después de la papa (S. tuberosum), con una produccién de 159
millones de toneladas de fruto fresco en 4.7 millones de hectareas durante el afio 2011
(FAOSTAT, 2012). En el Per, el tomate se encuentra dentro de las 5 hortalizas de mayor

produccion (MINAG, 2013).

La reduccion de disponibilidad hidrica ocasiona una disminucion en la produccion y la
calidad de los cultivos en todo el mundo. Este problema genera cambios fisioldgicos,

morfoldgicos y en los procesos bioquimicos de las plantas.

La tolerancia de las plantas cultivables al estrés hidrico varia dependiendo de la especie, asi
como del estadio del cultivo. Existen especies tolerantes al estrés hidrico como el trigo
(Triticum aestivum), la cebada (Hordeum vulgare), el sorgo (Sorghum bicolor), la alfalfa
(Medicago sativa) y la avena (Avena sativa); otras especies como el girasol (Helianthus
annuu), el maiz (Zea mays), la soya (Glycine max), el frijol (Phaseolus vulgaris) y la arveja
(Pisum sativum) poseen una sensibilidad moderada; mientras que el tomate (Solanum
lycopersicum), la papa (Solanum tuberosum) y el arroz (Oryza sativa) constituyen un grupo

de alta sensibilidad a la sequia (Heszky, 2007).

No obstante estas diferencias, los incrementos de las temperaturas y los niveles de sequia
que se estima se produciran en los distintos continentes durante los préximos 20 a 30 afios

(Figura 1) afectaran incluso a las especies mas tolerantes. La FAO (2013) preve que los
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Estados Unidos tendran una caida significativa en la produccion de alimentos hacia el afio
2050, y en particular el estado de California disminuira su produccion de maiz, tomate,
arroz, algodon y trigo entre un 10 y un 30%. De acuerdo a estas predicciones, la produccion
de soya en Brasil caerd en un 20%, asi como la de otros cultivos como el arroz, el frijol, el
maiz, el café y la yuca. En Oriente Medio, la produccién de trigo disminuira hasta un 20%,
la de arroz en un 30% y la de maiz en un 47%. La China, por su parte, no contaria con
suministros de alimentos suficientes para el afio 2030, entre otras cosas por una
pronunciada caida en la produccién de trigo asociada a las altas temperaturas y la sequia,
con lo que dependera de los mercados internacionales para abastecerse. Por ultimo, se
anticipa que el Africa sera el continente mas afectado por el cambio climatico debido a
fendmenos naturales como ciclones, sequias e inundaciones. En este continente se prevé
que experimentara una fuerte caida en la produccion de cultivos como maiz y trigo (Vidal,

2013).

Future change in days in drought and change
In temperature of warmest days

O
00-14 15-29 3-44 45-59 260
Increase in number of days in drought (%)

The background spatial pattern and the drought icons show the change in the number of days in drought, where drought means
a large shortfall in water run-off compared to the average for the time of year. Also included in this map is the change in the
temperature of the warmest days of the year.

Figura 1. Cambios a futuro en el nimero de dias de sequia y en la temperatura. Imagen
tomada de Human Dynamics of Climate Change, by British Foreign and

Commonwealth Office (FCO) and UK Met Office (http://iccc.hk/background).
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El tomate pertenece a una especie susceptible al estrés hidrico y como tal se ha observado
que una reduccién en el potencial hidrico de la planta causa perjuicios a nivel de
crecimiento (reduccion del tamarfio, reduccién de la biomasa y retraso del florecimiento).
Todos estos cambios repercuten en la calidad del fruto al incrementarse la concentracion de
acido citrico y hexosas (Costa et al., 2007; Mitchell y Shennan., 1991; Patane et al., 2010).
En el contexto previsto de incremento de temperaturas y periodos de sequia, se anticipa que
este cultivo quedard en una posicion de extrema vulnerabilidad, y de no generarse
variedades con mayor tolerancia, su produccién se vera seriamente comprometida y con
ello la disponibilidad de una fuente importante de carotenoides, tocoferoles y otros
antioxidantes como el acido ascorbico y los flavonoides (Borguini y Torres, 2009; Moco et

al., 2006).

Respuestas fisioldgicas, bioquimicas y morfoldgicas de las plantas frente al estrés

hidrico

Se han realizado numerosas investigaciones para determinar las estrategias que utilizan las
plantas para controlar su contenido de agua. Durante el estrés hidrico la mayor parte de
plantas no regulan adecuadamente su tasa de transpiracion, lo que ocasiona una pérdida de
turgencia y afecta los 6rganos de la planta. Sin embargo, se han descrito al menos tres
estrategias que le permiten a algunas especies sobrevivir frente a una baja disponibilidad de

agua:

1. El escape, por el cual las plantas ajustan su ciclo de vida y su reproduccién a los

periodos de disponibilidad de agua para asegurar la sobrevivencia. Esta
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caracteristica esta relacionada con un incremento en el contenido de peso fresco con

respecto al peso seco (Anjum et al., 2011; Ansquer et al., 2009).

2. La evasion de la deshidratacion, una estrategia intermedia para mantener una
actividad metabolica que permita un crecimiento normal. Un ejemplo de ello es el
control estomatico y la disminucion del ratio tallo: raiz. Ello implica el logro de una
mayor eficiencia radicular (aumento de la longitud y el grosor de las raices) y una
minimizacién de la tasa de transpiracion a través del cierre estomatico (Farooq et

al., 2008; Verslues et al., 2011).

3. La tolerancia a la deshidratacion, por la cual, bajo condiciones extremas de estrés
hidrico, las plantas entran a un estado de dormancia o semi-dormancia, inactivando

por completo su metabolismo (Farooq et al., 2008; Verslues et al., 2011).

Al margen de estas respuestas especializadas, las plantas tienen un patrén general de
respuestas que incluye la inmediata produccion de &cido abscisico (ABA) y etileno,
hormonas que regulan el estatus hidrico de la planta y el crecimiento vegetativo. EI ABA se
transporta a través del xilema desde las raices hacia las hojas, donde determina el cierre
estomético por disminucion de la concentracion de los iones K+ y salida de agua del

citoplasma de las células guarda (Schroeder et al., 2001).

Al cerrarse los estomas, la eficiencia fotosintética se ve afectada por una pobre asimilacion
de CO2y la acumulacion de NADPH no utilizado que provoca una sobrecarga de electrones

en la cadena de transporte. Este exceso de electrones que no puede canalizarse hacia la
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reducciéon del NADP™ tiende a reaccionar con el oxigeno molecular y con ello a formar

especies reactivas de oxigeno (ROS). Las ROS pueden comprometer la funcion del
cloroplasto por peroxidacion lipidica de sus membranas, ademas de modificar
irreversiblemente sus &cidos nucleicos y proteinas, entre estas Ultimas las que participan en

la misma maquinaria fotosintética (Lambers et al., 2008; Reddy et al., 2004).

Para neutralizar las ROS y minimizar el dafio celular, las plantas cuentan con enzimas
antioxidantes como catalasas, superdxido dismutasas y peroxidasas diversas, entre otras.
También juegan un papel importante en esta funcién compuestos no enzimaticos, entre
ellos pigmentos fotosintéticos como los carotenoides. Estos dltimos son, junto a las
clorofilas a y b, elementos esenciales en la maquinaria fotosintética de las plantas. La
clorofila a es responsable de iniciar el flujo de electrones a partir de los fotosistemas | y 1l
durante la fase luminosa de la fotosintesis. Mientras que la clorofila b y los carotenoides
son los componentes principales de las antenas de los fotosistemas que permiten captar la
energia luminosa. Los carotenoides pueden secuestrar los tripletes de clorofila a, que se
producen por una sobre-exitacion de la molécula de clorofila, y con ello prevenir la
formacion posterior de singletes de oxigeno (Cheruth et al., 2009; Krieger-Liszkay, 2005;

Telfer et al., 1994; Unyayar et al., 1990).

Las plantas también pueden realizar cambios en su composicion bioquimica para aumentar
su capacidad de retener agua, los que dan como resultado la acumulacion de compuestos
osmoprotectores en el citosol y en el cloroplasto. (Nemeskéri et al., 2009, Rontein et al.,
2002). Estos pueden provenir, por ejemplo, de la conversion del almidon en azucares libres

o0 de la inhibicion de la sintesis de proteinas que promueve la acumulacion de aminoacidos
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libres (Rabe, 1990). Algunos osmoprotectores, como la prolina, poseen ademas propiedades
antioxidantes que les permitirian contribuir al control del dafio oxidativo bajo estrés hidrico

(Signorelli et al., 2014).

Las respuestas especializadas estan relacionadas con cambios estructurales mas tardios y
complejos. Por ejemplo, las plantas pueden disminuir su densidad estomatica o bien reducir
el tamafio de los estomas. Mas compleja aln es la disminucion del area foliar, el aumento
de densidad de tricomas, la formacion de cera, la disminucion del ratio tallo: raiz o el ajuste
del ciclo reproductivo. Algunos de estos cambios tienen por finalidad limitar el exceso de
transpiracion, ya sea restringiendo el &rea vegetal, reduciendo el nimero de estomas por
unidad de area o acumulando cera en la superficie de las hojas; otros buscan priorizar el
alargamiento de la raiz. En cuanto al ajuste del desarrollo de estructuras reproductivas este
incrementa la probabilidad de sobrevivencia a pesar de representar un gasto energético para
la planta. Por altimo, el incremento de tricomas puede resultar una defensa contra la sequia
porque aminora la absorcion de la radiacion solar (Anjum et al., 2011; Blum, 2003; Dalin et

al., 2008; Vendramini et al., 2002; Xu y Zhou, 2008).

En el caso de las especies silvestres de tomate, se ha reportado que éstas muestran una
diversidad de estrategias frente a la baja disponibilidad hidrica. Por ejemplo, S. pennellii,
especie silvestre resistente a la sequia y con hojas suculentas similares a las de las
cactaceas, hace un uso mas eficiente del agua (WUE) debido a una reduccién de su area
foliar y una menor densidad estomatica que minimiza la pérdida de dicha molécula (Easlon
y Richards, 2009; Kebede et al., 1994; Martin y Thorstenson, 1988; Torrecillas et al.,

1995). Otra especie silvestre, S. chilense, desarrolla raices muy largas para absorber el agua
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almacenada en los suelos profundos de inundacion ocasional (Rick, 1973; Cheruth et al.,
2009). Especies de tomate como S. cheesmaniae, S. neorisckii, S. pimpinellifolium y S.
lycopersicum difieren en sus valores de SLA (&rea foliar especifica), una medida de la
relacion area/peso seco de la hoja que, en valores elevados, se asocia con la pérdida de
agua; ademas, muestran baja densidad estomatica y cierre estomatico (Easlon y Richards,

2009).

Las respuestas a la restriccion hidrica resultan de una percepcién del estrés osmotico en la
membrana que puede ser sefializada por la via dependiente de acido abscisico (ABA), por
la via independiente de ABA o por el etileno. En lo que respecta a la via dependiente de
ABA, se conoce que la produccién de esta hormona induce el cierre estomatico y la
disminucion de la transpiracion. Esta via puede activar genes estructurales tales como los
que codifican las acuaporinas y las proteinas abundantes en la embriogénesis tardia (LEA),
0 genes regulatorios que codifican factores de transcripcion (NAC RD26, AREB/ABF,
MYB2, MYC2) (Chaves et al., 2003; Golldack et al., 2011; Hussain et al., 2011; Nakashima
et al., 2014). En cuanto a la via independiente de ABA, los genes involucrados que se han
identificado hasta el momento codifican factores de transcripcion (DREB2, NAC HD-ZIP),
aunque adn no esta de todo claro como son activados (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki,
2007; Lindemose et al., 2013). Se ha postulado que, a pesar de ser consideradas vias
independientes una de la otra, existiria una fuerte conexion entre ambas (Kizis et al., 2001).
En relacion a la respuesta mediada por etileno, ésta depende de la expresidon de genes que

codifican los denominados factores de respuesta a etileno (ERF) (Elklund et al., 1992).
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Cambios en la expresidn de genes asociados a la respuesta al estrés hidrico

Debido a que el ajuste de los niveles de factores de transcripcion es una respuesta temprana
en individuos sometidos a cambios en su entorno, sus niveles de expresion han sido
evaluados en especies vegetales bajo diferentes tipos de estrés. En el caso de estrés hidrico,
se han observado cambios en los niveles de expresion de algunos de estos genes que han
sido asociados a tolerancia en variedades silvestres y cultivables de tomate, y que se

reflejan en el fenotipo de la planta, sea a nivel bioquimico, fisioldgico o morfologico.

El grupo de factores de transcripcion codificados por los genes DREB pertenece a la familia
AP2/ERF y posee dos subfamilias, DREB1 y DREB2. Ambas subfamilias forman parte de
la via independiente de ABA e interactian con el elemento cis DREB/CRT. La mayoria de
miembros de DREB1 es inducida por estrés térmico, mientras que los miembros de DREB2
son inducidos por estrés hidrico y salinidad. Sin embargo, algunos miembros de la
subfamilia DREBL son inducidos por estrés hidrico y otros por estrés salino, lo cual sugiere
una conexion entre las subfamilias DREB1 y DREB2 (Sakuma et al., 2006). Asi, el factor
de transcripcion CBF1/DREB1b de la subfamilia DREB1 es inducido por estrés térmico en

Arabidopsis, pero no por restriccion hidrica (Shinozaki et al., 2007). Sin embargo, estudios
han revelado que hay un incremento de la expresion del gen CBF1 que se genera de forma
natural frente a sequia en especies silvestres como en S. lycopersicoides y S. habrochaites
(Zhang et al., 2014; Li et al., 2014). A su vez, estudios donde se ha sobre-expresado el gen

CBF1 artificialmente han dado como resultado fenotipos mas tolerantes a sequia que el de
las plantas no transformadas. Por ejemplo, cuando el gen CBF1 de Arabidopsis se sobre-

expresa en plantas transgénicas de tomate, éstas mantienen los valores de eficiencia
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fotosintética en comparacion a las plantas no trasformadas en las cuales se observa mas
bien un descenso de este parametro (Hsieh et al., 2002). Estos resultados sugieren entonces
que CBF1 podria estar también involucrado en la respuesta a estrés hidrico, aunque su
papel debe aclararse todavia. Si bien la informacion sobre las respuestas a nivel bioquimico
y fisioldgico con las cuales la expresion de los genes de la familia DREB esta asociada es
escasa, es interesante notar que la sobre-expresion del gen GhDREB de algodon en plantas
transgénicas de trigo result en una mayor tolerancia a estrés hidrico, bajas temperaturas o
alta salinidad a través de la acumulacion de azucares solubles y clorofila en las hojas (Gao
et al., 2009; Kasuga et al., 2001). Asimismo, Cong et al., (2008) determinaron que la sobre-
expresion en tabaco del gen DREB1b proveniente de Brassica juncea generaba plantas mas
tolerantes al estrés hidrico. Las plantas transformadas redujeron la pérdida de agua en
comparacion con las plantas no transformadas, lo que podria estar ligado a un mayor cierre
estomatico. Ademas, al someter las plantas transformadas a estrés salino, un tipo de estrés
fuertemente relacionado con el estrés hidrico, encontraron mayores niveles de prolina, un
mecanismo descrito de tolerancia al estrés hidrico, y también mayores niveles de clorofila

en comparacion a las plantas no transformadas.

Otros factores de transcripcion que participan en la respuesta a distintos tipos de estrés son
los que pertenecen a la familia ERF. Esta familia posee un motivo estructural que reconoce
una secuencia reguladora en los promotores de los genes que responden a etileno. El etileno
participa en la maduracion del fruto, la senescencia, la abscision y también en las respuestas
a estrés abidtico y bidtico (Abeles et al., 1992). En relaciéon a su influencia en la
arquitectura del tallo y su crecimiento una vez superado el estadio de plantula, se han

reportado efectos estimulatorios e inhibitorios, algunas veces en una misma especie
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(Vandenbussche y Van Der Straete, 2012). Se ha demostrado, ademas, que el tratamiento
de plantas de Arabidopsis con etileno induce la formacion de conglomerados de estomas en
la cara adaxial de las hojas (Serna y Fenoll, 1997). No obstante, en otro estudio realizado en
esta misma especie, el etileno induce el cierre estomatico. En tanto que bajo estrés hidrico,
la aplicacion del etileno junto con el &cido abscisico inhibe el cierre estomético, por lo que
sus efectos a este respecto parecen ser determinados por el contexto fisiolégico (Desikan et

al., 2006; Tanaka et al., 2005).

Se ha demostrado que la sobre-expresion del gen que codifica uno de los miembros de la
familia ERF, SIERF1, y que actda como un activador de la expresion genética, confiere una
mayor tolerancia al estrés hidrico en plantas transgénicas de S. lycopersicum (Lu et al.,
2010). Se encontr6 que esta tolerancia estaba asociada a un mayor contenido relativo de
agua (RWC), una acumulacion de prolina y azucares solubles, asi como menores niveles de
malondialdehido, un producto de la peroxidacion lipidica inducida por especies activas de
oxigeno. Este ultimo resultado sugiere que la expresion de SIERF1 bajo condiciones de
restriccion hidrica podria resultar en una menor generacion de especies activas de oxigeno,
un aumento de la capacidad antioxidante, o una combinacién de ambos. En otro estudio
realizado en tabaco donde se sobre-expres6 SodErf3, un miembro de la familia ERF
identificado en cafia de azlcar y que también actuaria como un activador de la expresion
genetica, se observd un mayor tamario en las plantas transgénicas que en los controles no
transgénicos bajo estrés hidrico. Las plantas transgenicas llegaron incluso a florecer cuando

se extendio su crecimiento bajo estas condiciones (Trujillo et al., 2008).

Pagina 10



El metabolismo de los carotenoides también ha sido implicado en la respuesta a la
restriccion hidrica. En términos generales, se ha asociado una mayor tolerancia al estrés
hidrico y salino en individuos capaces de acumular mayores concentraciones de
carotenoides tales como el B-caroteno, luteina, violaxantina, zeaxantina, neoxantina (Chen
etal., 2011; Kim et al., 2014; Shi et al., 2015). La enzima licopeno beta ciclasa, codificada
por el gen CRTLD, cataliza la conversion del licopeno en -caroteno para dar origen a la
rama 3 de la via de sintesis de carotenoides. Los carotenoides de esta rama, y en particular
el B-caroteno, son componentes importantes de la maquinaria fotosintética que participan
en la captacion de la energia solar y protegen la célula al secuestrar los tripletes de clorofila
y reducir los niveles de ROS (Collins y Roberts, 2006; Mimuro y Katoh, 1991). El beta
caroteno sirve a su vez de sustrato para la produccién de las xantéfilas, importantes en los
mecanismos de disipacion del exceso de energia y entre las que se encuentra la neoxantina,
que juega un papel critico en la preservacion del fotosistema Il. La rama 3 conduce por
altimo a la biosintesis de ABA, hormona que induce el inicio de la cascada sefializacion de
las plantas como respuesta a diferentes tipos de estrés (Cunningham et al., 1996; Cazzonelli

etal., 2011; D’ Ambrosio et al., 2004; Chen et al., 2011).

Si bien existe evidencia solida de que la sobre-expresion de un gen CRTLb ectopico induce
tolerancia a estrés hidrico y salino en distintas especies, entre ellas el tomate (D’ Ambrosio
et al., 2004; Chen et al., 2011; Shi et al., 2015), la informacion respecto de los cambios de
la expresion del gen enddgeno en respuesta a estos tipos de estrés en solanaceas difiere
segun las especies. En el tomate cultivable S. lycopersicum cv. M82 y en lineas de

introgresion tolerantes a sequia, obtenidas a partir de cruces con la especie silvestre S.

Pagina 11



pennellii, se observo una disminucién de la expresion del gen CRTLb en plantas sometidas
a restriccion de riego (Gong et al., 2010), mientras que en plantas de tabaco bajo un
régimen similar de restriccion hidrica se ha reportado méas bien una induccion de la
expresion de dicho gen (Shi et al., 2015). No se ha podido encontrar en la literatura
cientifica antecedentes sobre la expresion de CRTLb en la especie silvestre S.

pimpinellifolium bajo condiciones de estrés hidrico.

Planteamiento de problema

El mejoramiento genético del tomate cultivable a partir de atributos de especies silvestres
de tomate como S. pennelli, S. chilensis y S. pimpinellifolium ha sido objeto de numerosos
estudios. S. pennellii se adapta a climas semi-aridos de acantilados costeros y tiene la
habilidad de absorber y retener la humedad atmosférica, en tanto S. chilense se adapta a
climas aridos y se caracteriza por desarrollar un sistema radicular profundo (Martin y
Thorstenson et al., 1988; Rick et al., 1973). Se han anotado en el Genbank algunos genes
relacionados con estrés hidrico en estas dos especies, entre ellos el que codifica una
endoquitinasa acidica de S. chilensis inducida por ABA, y los que codifican proteinas de
transferencia de lipidos (LTPs), involucradas en la formacion de ceras y cutina en S.

pennellii (Chen et al., 1994; Trevino et al., 1998).

En cuanto a S. pimpinellifolium, se trata de una especie utilizada con mucha frecuencia en
los esfuerzos de mejoramiento, ya sea mediante cruzamiento convencional o a través de
manipulacion genética (Ellis et al., 1971; Mahuad et al., 2013). Ello se debe a su elevada

compatibilidad con las variedades cultivables, cercania filogenética, caracteristicas
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aprovechables del fruto (color) y al hecho de que algunas poblaciones han mostrado
tolerancia a sequia, salinidad y resistencia a diversos patogenos (Boissot et al., 2008;
Foolad et al., 2003; Rose et al., 2007; Vidavski et al., 2008). Debido a que su distribucion
se da mayormente a lo largo de la costa de Per( y Ecuador, donde la disponibilidad de agua
muestra una gran heterogeneidad espacial y temporal, se ha establecido una fuerte
asociacion entre la precipitacion de los lugares de origen de las poblaciones de S.
pimpinellifolium y la tolerancia de la planta a la sequia (Nakazato et al., 2008; Zuriaga et

al., 2008).

En el Perd, S. pimpinellifolium se distribuye en una diversidad de condiciones ambientales,
lo que podria estar asociado a un alto nivel de plasticidad (Moyle et al., 2008). Se encuentra
en regiones como Lima y Piura, que tienen diferencias climaticas marcadas en parametros
como la precipitacion anual (Lima: 50 mm, Piura: 100 mm), la humedad relativa (Lima:
99%, Piura: 71%) y la temperatura media de verano (Lima: 28 °C, Piura: 35 °C). Estas
diferencias del entorno de la planta sugieren que dichas poblaciones podrian tener

respuestas distintas ante cambios en la disponibilidad de agua.

En este sentido, un estudio realizado en el Laboratorio de Ecologia evolutiva de la UPCH
en el que se midieron los cambios en un grupo de variables morfoldgicas, fisioldgicas y
bioquimicas en respuesta a la restriccion hidrica mostr6 patrones de respuesta diferentes en
dos poblaciones de S. pimpinellifolium de Lima (Azpitia y UNALM) y dos poblaciones de
Piura (Morante y Tambogrande). Los resultados indicaron que todas las poblaciones
estudiadas responden a la reduccién de agua. Algunas respuestas ocurrieron en el mismo

sentido en todas las poblaciones: se redujo la tasa de transpiracion, la altura, el LDMC y la
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relacion clorofila a/b. Otras variaron de acuerdo a la regién: el potencial xilematico
disminuyo en Piura pero no cambid en las poblaciones de Lima; la eficiencia fotosintética
cayé en las poblaciones de Lima pero no varié en las poblaciones de Piura; las
concentraciones de clorofila total y carotenoides se incrementaron en las poblaciones de
Piura, alcanzando valores similares a las poblaciones de Lima las cuales no variaron; y el
numero de estructuras reproductivas se incrementd Gnicamente en las poblaciones de Piura.
Por altimo, algunas respuestas difirieron a nivel de poblacion: la densidad estomaética
abaxial disminuyo en las poblaciones de Tambogrande y UNALM, y el area foliar

disminuyé solo en la poblacion Tambogrande.

Resulta entonces de interés investigar si estas variaciones en la respuesta al estrés hidrico se
ven reflejadas en los patrones de expresion de genes vinculados a los parametros
morfolégicos, fisioldgicos y bioquimicos estudiados. En este trabajo se evallan seis
poblaciones de S. pimpinellifolium (tres de Lima y tres de Piura) respecto del
comportamiento del gen SIERF1, cuya expresion se ha reportado influye en el estado de
hidratacion del tejido (RWC) asociado a la densidad estomatica, disminuye el ratio peso
fresco: peso seco (LDMC) y promueve el aumento del contenido de prolina y de azlcares
solubles que contribuiran a la retencién de agua y a la remocion de ROS (Lu et al., 2010;
Rejeb et al., 2014; Signorelli et al., 2014; Trujillo et al., 2008). Asimismo, las diferencias
reportadas en la capacidad de acumular pigmentos como clorofila y carotenoides, asi como
los cambios en la eficiencia fotosintética en respuesta a la restriccion hidrica entre las
poblaciones de las regiones Lima y Piura, podrian tener un correlato en las variaciones de la

expresion de los genes CBF1 y CRTLDb, por lo que también se incluyen estos genes en la
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evaluacion (Hsieh et al., 2002; Lu et al., 2010; Chen et al., 2011; Shi et al., 2015; Gong et

al., 2010).

De esta manera, el estudio exploratorio realizado se propone contribuir a un mejor
entendimiento, desde la perspectiva molecular, de la diversidad de las respuestas
fenotipicas observadas en las poblaciones de S. pimpinellifolium de Lima y Piura frente a
una disminucién de riego. La menor disponibilidad de agua en un futuro, prevista como
consecuencia del avance del cambio climético, plantea la necesidad de contar con cultivos
que sean tolerantes a la sequia. Por ello, anticipamos que el conocimiento de la diversidad
de respuestas de las poblaciones peruanas de S. pimpinellifolium a este tipo de estrés sera
una herramienta 0til para futuros programas de mejoramiento genético del tomate

cultivable orientados a la generacion de lineas con menores requerimientos de riego.
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Il.  Objetivos

Objetivo General
Explorar los ajustes en la expresion de genes en respuesta a los cambios de disponibilidad

hidrica en 6 poblaciones de Solanum pimpinellifolium procedentes de Piura 'y Lima.

Objetivos especificos

e Determinar los niveles de expresion relativa de los genes CBF1, SIERF1 y CRTLb
en 6 poblaciones de Solanum pimpinellifolium procedentes de Lima y Piura

sometidas a restriccion hidrica.

e Evaluar en las 6 poblaciones de Solanum pimpinellifolium procedentes de Lima y
Piura, sometidas a restriccion hidrica, las siguientes variaciones fenotipicas:
contenido de pigmentos fotosintéticos, eficiencia fotosintética, nimero de hojas
totales y contenido de peso seco (LDMC), contenido relativo de agua (RWC), area
foliar y capacidad antioxidante.

e Analizar las posibles correspondencias entre los niveles de expresion relativa de los

genes mencionados y las respuestas fenotipicas de las 6 poblaciones de Solanum

pimpinellifolium procedentes de Lima y Piura
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1. Material y Métodos

1. Material vegetal

Solanum pimpinellifolium es una especie de tomate silvestre originaria de Sudamérica, que
se distribuye a lo largo de la costa de Ecuador, Pert y Chile (Cheruth et al., 2009; Peralta et
al., 2008). Crece como una planta herbacea de comportamiento anual, que puede alcanzar
hasta los 80-100 cm de altura. A nivel morfoldgico, presenta tricomas pequefios de 1 mm
de largo, hojas con pubescencia, corola estrellada, frutos rojos de 1 cm de diametro,
inflorescencia unipara con pedicelos separados, hojas pinnadas con el margen dentado o
entero, y flores que pueden ser autogdmicas o bien alogamicas (Galiano, 1959; Sifres et al.,

2007).

Figura 1. A. Branch; B. Fruto; C. Vista abaxial de la flor; D. Vista adaxial de

la flor; E. Vista de lado de la flor; F. Hoja (Peralta et al. 2008).
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Figura 2. Distribucion geografica de Solanum pimpinellifolium (Peralta et al. 2008).

Las poblaciones de Solanum pimpinellifolium con las cuales se trabajo fueron las

siguientes:

L . Latitud  Longitud Altitud  T°mediade Precipitacion Humedad
Poblacion Region sur @) (msnm)  verano (°C)  anual (mm) relativa (%)
Morante 5°25.45>  80°14.85* 246
Coléan Piura 4°53.80° 80°59.83" 45 35 100 71
Tambogrande 5°06.25°  80°36.02° 68
Azpitia 12°35.30° 76°37.47° 171 28
Pantanos Lima  12°13.12° 76°58.93" 15 18.6 50 100
UNALM 12°4.95>  76°56.81° 155 28

Tabla 1. Ubicacion geogréafica de los puntos de coleccion de semillas de Solanum

pimpinellifolium durante marzo del 2009 (Piura) y diciembre del 2010 (Lima).
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2. Germinacién de las semillas

Se esterilizaron las semillas con 2.7% de hipoclorito de sodio por 15 min y luego se lavaron
con agua destilada esteril 3 veces (Amini y Ehsanpour, 2006). Las semillas esterilizadas se
colocaron en frascos de vidrio que contenian medio liquido preparado con sales Murashige

y Skoog 0.5X (Murashige y Skoog, 1962); los frascos fueron tapados y sellados con

Parafilm I\/I®, y se mantuvieron en agitacion (Anexo 1). Se colocaron 25 semillas por frasco

y éstos fueron mantenidos en un cuarto de cultivo por 1 semana a una temperatura

constante de 24°C y un fotoperiodo de 16 horas de luz por 8 horas de oscuridad.

3. Metodologia utilizada para el andlisis de expresion de genes

3.1 Disminucién de disponibilidad hidrica

Para disminuir la disponibilidad hidrica se trabajé con dos aproximaciones: un tratamiento
de plantas en macetas (ver seccion “Resultados”) y un tratamiento en cultivo in vitro (ver
Anexo 7). En ambos casos se considerd que los cambios en la expresion de algunos genes
en respuesta al estrés pueden desencadenarse en periodos cortos, mientras que los de otros

pueden ocurrir en periodos mas largos (Ramanjulu y Bartel, 2002).

En el tratamiento de plantas en macetas, plantulas obtenidas 1 semana después de
producida la germinacién fueron sembradas en almacigos con tierra enraizante para
fortalecer su crecimiento. Luego de 3 semanas se transfirieron a macetas de plastico de 2 L

de capacidad que contenian tierra preparada en una proporcién 3:2 de tierra de hoja y arena,
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y se mantuvieron por 2 semanas en el tinglado de los Laboratorios de Investigacion y
Desarrollo (LID; 20 m x 12 m) bajo las mismas condiciones de temperatura (20-35 °C) y
luz. Durante el periodo inicial de 5 semanas (almécigo y maceta) las plantas fueron regadas
cada dos dias con un volumen de 50 mL de agua. Para iniciar el tratamiento de estrés
hidrico se consideré como tiempo 0 h el dia que hubiese correspondido regar (dos dias
después del ultimo riego) pero en el que se suspendio el riego. A partir de ese momento, las
plantas continuaron sin riego y se colectaron muestras de hojas a las 0, 24 y 32 h que fueron
almacenadas en RNAlater® para la posterior extraccion de ARN (Maskin et al., 2001; Sun
et al., 2010; Weiss y Egea-Cortines, 2009; Yafez et al., 2009). Las plantas del grupo
control continuaron con el régimen regular de riego de 50 mL de agua cada dos dias. El
namero de muestras fue el siguiente: (3 réplicas + 2 controles) x 6 poblaciones, N =30

plantas.

Figura 3. Plantas de S. pimpinellifolium provenientes de Azpitia, Coléan,

Morante, Tambogrande y UNALM utilizadas para el tratamiento en macetas.

En el tratamiento en cultivo in vitro, plantulas de 1 semana se transfirieron a placas Petri
con medio sélido MS (0.5X), tamp6n MES 6 mM y agar (1.5%), pH 5.7, equilibradas con

una solucion de polietilenglicol (PEG, 250 g/L), un polimero que no es absorbido por las
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raices de las plantas y que por lo tanto actia como agente osmatico (Anexo 2). Se optd por
una concentracion de PEG de 250 g/L porque daba lugar a manifestaciones menos drasticas
en cuanto a marchitez y amarillamiento que las concentraciones mayores, permitiendo a la
vez observar un retraso en el crecimiento que se tradujo en una menor longitud de las
plantas y sus raices, asi como en un menor numero de hojas (Figura 4). Las placas se
mantuvieron en posicion vertical en un cuarto de cultivo a una temperatura constante de
24°C y un fotoperiodo de 16 horas de luz por 8 horas de oscuridad (Verslues et al., 2006).
La extraccion de ARN se realizd en plantulas de 14 dias y para el analisis de expresion
genética se tomaron “pools” de 5 plantulas cada uno a las 0, 12 y 24 h de iniciado el
tratamiento (Hsieh et al., 2010). En el caso de los grupos control, las placas fueron
equilibradas con una solucion compuesta de los mismos elementos que la utilizada con las
placas de los grupos de tratamiento, con la sola excepcion del PEG que estuvo ausente. El
numero de muestras que se utilizd fue el siguiente: (3 réplicas de 5 plantulas c/u + 2

controles de 5 plantulas c/u) x 3 tiempos x 6 poblaciones, N =450 plantulas.

Figura 4. Tratamiento en cultivo in vitro. Izquierda: Placa control. Derecha: Placas con
tratamiento (medio con PEG, 250 g/L). Las fotografias se tomaron luego de 20 dias de

iniciado el tratamiento.
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3.2 Aislamiento de ARN v sintesis de cADN

El ARN total se extrajo de tejido foliar de individuos sometidos a estrés hidrico, asi como
de los controles, utilizando el reactivo de TRI Reagent® de acuerdo a un protocolo
establecido en la Unidad de Genomica del LID (Anexo 3). Se utilizé una cantidad de 1 pg
de ARN total para llevar a cabo las reacciones de sintesis de cADN a partir de ARN
mensajeros. Estas ultimas se realizaron por transcripcion reversa con el kit ThermoScript™
RT-PCR System (Invitrogen), utilizando oligo(dT)20 como cebador en una reaccion a 50°C
por 50 min, de acuerdo al manual del fabricante (Anexo 4). Una vez obtenido el CADN, se
procedié a realizar las reacciones de PCR para los 3 genes de estudio y del gen
normalizador.

Para verificar que el ARN total no contuviese ADN gendmico contaminante que pudiera
interferir con las reacciones de PCR posteriores, se realizd un control negativo en la
reaccion de retrotranscripcion, en el cual la Gnica variacion fue la no adicién de la enzima
transcriptasa reversa. La reaccion de PCR con el control negativo no mostré bandas de
amplificacion con ninguno de los 3 genes de estudio y tampoco con el gen normalizador

(Anexo 4).

3.3 Amplificacion de cADN por PCR

Se realizaron reacciones de PCR para los genes UBI, CBF1, CRTLb y SIERF1 en un
volumen final de 25 pL, de acuerdo a una variante elaborada a partir del manual del kit
ThermoScript™ RT-PCR System (Invitrogen) (Anexo 4). Para determinar el nimero de

ciclos de amplificacion se tomd en cuenta las recomendaciones del fabricante que define un
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rango de 20 a 40 ciclos de acuerdo a la abundancia de los ARN mensajeros. En este caso, se
identifico al gen de normalizacion UBI como el que mostraba los mayores niveles de
expresion en promedio y se determind que con 30 ciclos era relativamente frecuente que los
niveles de los mensajeros de los genes de interés, en particular SIERF1, no fuesen
detectables por su limitada abundancia. Por ello, se decidio llevar el ensayo a 35 ciclos y
validar que se estuviese todavia en la parte exponencial de la curva de acumulacion del
producto de amplificacion de los genes. La validacion se hizo comparando los ratios (ver
abajo, método de estimacion semi-cuantitativa de ARN mensajeros) obtenidos con una
misma muestra de CADN amplificada en 30 y 35 ciclos. La obtencién de ratios (expresion
relativa) muy similares a pesar de las diferencias en las densidades de las bandas, como se
muestra en el ejemplo a continuacion, permite afirmar que es altamente improbable que se
haya llegado a la region constante de la curva de acumulacion, tanto en el caso del gen de

interés como en el del gen de normalizacion.

30 ciclos 35 ciclos

1 2 3 1 2 3

1:UBI

2:CBF1

3 :Marcador

Densidad Densidad
(intensidad/area) (intensidad/area)

usl 25656 usl 48241
CBF1 203207 CBF1 38892
Ratio 0.79 Ratio 0.806
(CBF1/UBI) (CBF1/UBI)
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Los cebadores que amplifican los genes de UBI, CBF1 y SIERF1 fueron tomados de
referencias bibliogréficas, en tanto que para el gen CRTLDb se realizé el disefio de cebadores

en S. pimpinellifolium (http://solgenomics.net/) utilizando el programa de libre acceso

Primer3 (Anexo 5).

3.4 Estimacion semi-cuantitativa de ARN mensajeros v anélisis de resultados

Los productos obtenidos en las distintas reacciones se visualizaron por electroforesis (80V
por 45 min) en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio. El analisis de los
niveles de expresion se llevo a cabo con el programa mylmage Analysis, que estima las
intensidades de las sefiales de fluorescencia de las bandas por densitometria (intensidad/
area). Para el procesamiento de datos, se calculé primero el ratio del valor obtenido para el
gen de interés entre el valor correspondiente para el gen normalizador (gen de interés/gen
normalizador). Luego, se calcul6 el cociente entre el ratio obtenido para el tratamiento v el
obtenido para el control (gen de interés tratamiento/gen normalizador tratamiento) / (gen de
interés control/ gen normalizador control), haciendo todas las combinaciones posibles con
las réplicas disponibles. Para la evaluacion estadistica se realiz la prueba paramétrica
ANOVA de una sola via luego de determinarse que los datos presentaron una distribucion
normal segin la prueba de homogeneidad de varianza del programa Statistica 7.0. Las
diferencias entre las medias del control y el tratamiento de riego se hallaron mediante la

prueba LSD de Fisher. Las diferencias se consideraron significativas si el valor de P <0.05.
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3.5 Secuenciamiento de los productos de amplificacion

Para corroborar que se estaba amplificando los 3 genes de estudio, se realizd el
secuenciamiento de los productos de amplificacion de la reaccion de PCR en las 6
poblaciones de S. pimpinellifolium. Para ello, se purifico el ADN a partir de las bandas de
los geles mediante el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (PROMEGA), segun
el protocolo del fabricante. Las muestras fueron llevadas a secuenciar a la empresa
Macrogen Korea. Los resultados del secuenciamiento fueron curados manualmente
utilizando el programa BioEdit (v7.2.5) a partir de los electroferogramas recibidos. Una vez
obtenidas las secuencias curadas, se utilizd el programa BLAST para identificar la
correspondencia de dichas secuencias en toda la base de datos del Genebank. Asimismo,
para realizar el analisis de polimorfismos, se eliminaron las secuencias nucleotidicas de los
cebadores y se hizo el alineamiento de las secuencias resultantes mediante el programa
gratuito ClustalW. Las secuencias alineadas fueron luego analizadas con el programa
gratuito DNAsp5 para obtener los resultados de los polimorfismos mas relevantes. Las
secuencias proteicas derivadas también fueron alineadas utilizando el programa ClustalW y
se realizd la busqueda de los dominios conservados mediante la base de datos del NCBI. En
ambos alineamientos (nucleotidos y proteinas) se incluyeron las secuencias de los 3 genes
de interés reportadas en la base de datos del NCBI para S. lycopersicum y S.

pimpinellifolium como referencia.
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4. Metodologia utilizada para el Analisis Fenotipico

4.1 Tratamiento: Disminucidén de disponibilidad hidrica

Se realizaron dos experimentos. Uno en el cual se incluy6 5 poblaciones (Morante, Colan,
Azpitia, Pantanos de Villa y UNALM) vy otro en el cual se incluyo solo 4 poblaciones
(Morante, Colan, Pantanos de Villay UNALM). En ambos casos las plantas se sometieron
a uno de dos niveles de riego interdiario: (1) control, en el cual se utilizé un volumen de 50
mL y (2) riego limitado, que fue de 20 mL. Las plantas se mantuvieron bajo las condiciones
del tinglado del LID mencionadas anteriormente y todas recibieron 50 mL de solucion de
nutrientes NPK (nitrégeno, fosforo y potasio) semanalmente. La duracién de los
experimentos fue de 5 semanas y el niUmero de muestras que se utiliz en cada uno fue: 2
controles + 3 tratamientos X 5 6 4 poblaciones, N = 25 plantas para el primer experimento y

N=20 plantas para el segundo.

4.2 Mediciones de variables fenotipicas:

4.2.1 Evaluacion de crecimiento: Se realizé el conteo del nimero de hojas, tanto maduras

como jovenes, al final del experimento en todos los individuos.

4.2.2 Area del foliolo: El area foliar se calculé a partir del foliolo mediante el programa
ImageTool 3.0 (http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/itdesc.html). Se utilizo el foliolo terminal de la
hoja (sin el peciolo) de la hoja madura mas proxima a la zona apical en todos los

individuos, al final del experimento.

4.2.3 Contenido de materia seca en la hoja (LDMC): EI LDMC se obtuvo del cociente

entre peso seco (PS) y peso fresco (PF) (mg/g) del foliolo terminal de la hoja madura mas
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proxima a la zona apical (Tester y Langridge, 2010; Renquist y Reid, 2001). El peso seco
del foliolo terminal fue obtenido después de que éstas fueran colocadas a 65°C durante 4
dias. Esta evaluacion se realizd el dltimo dia de riego del experimento en todos los

individuos.

4.2.4 Contenido relativo de agua (RWC): EI contenido relativo de agua se calculé a partir
de la siguiente férmula: RWC (%)= [(PF-PS) / (PT-PS)] x 100. El peso fresco (PF), peso
seco (PS) y peso turgido (PT) (mg/g) fueron obtenidos del foliolo terminal de la hoja
madura mas proxima a la zona apical. Primero, las muestras fueron pesadas al ser
colectadas (PF), luego hidratadas por 4 horas y llevadas a pesar (PT), para finalmente ser
colocadas en la estufa a 80°C durante 24 horas (PS). Este ensayo se realizé en todas las

muestras y al final del experimento de disminucion de riego.

4.2.5 Fluorescencia de la clorofila (Fv/Fm): Este ensayo se realizd en los foliolos
terminales de la hoja madura mas préxima a la zona apical, sometidos previamente a
oscuridad, utilizando el fluorimetro (OS-30P Opti-Sciences,
http://www.optisci.com/30p.htm), segln el manual del fabricante. La medicion se llevo a

cabo dos semanas después de iniciado el tratamiento en todos los individuos.

4.2.6 Contenido de clorofila a y b, y carotenoides: Para medir estas variables se extrajeron 3
discos de tejido vegetal de un area 0.85 cm? por cada individuo, los cuales fueron colocados en
un tubo eppendorf y secados durante 48 h a temperatura ambiente. Luego, se afiadié un

volumen de 2 mL de etanol 96% por tubo eppendorf para triturar la muestra y se dejé macerar

en oscuridad a 4 °C durante 48 horas. Las muestras fueron centrifugadas a 9250
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rpm por 2 min y se recuperd el sobrenadante, retirando asi todo el exceso de material

vegetal.

Se colocaron 300 pL del sobrenadante obtenido en una placa de Elisa para luego leer en el
espectrofotometro y determinar la concentracion de clorofila a, clorofila b y carotenoides a
470, 648.6 y 664.1 nm, respectivamente. Las absorbancias fueron corregidas con un blanco

de etanol. Se expreso la concentracion de clorofila a, b y carotenoides como peso por area
de tejido (mg/cmz) segun las ecuaciones propuestas en la metodologia espectrofotométrica

de Litchtenthaler y Buschmann (2001).

Ca=13.36 A664.1 -5.19 A 648.6
Cb=27.43 A648.6 -8.12 A664.1

C(x+c) = (1000 A 470 — 2.13 Ca — 97.64 Cb)/209

Las mediciones se realizaron al final del experimento en todos los individuos.

4.2.7 Capacidad antioxidante: Se evaluo la capacidad antioxidante de las hojas siguiendo el
método descrito por Molyneux, utilizando para ello un extracto de tejido vegetal preparado
tal como se describe en la seccion anterior (4.2.4). El método consiste en medir la caida de
la absorbancia a 517 nm ocasionada por la reduccion del compuesto 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo 6 DPPH (color azul-violeta). EI DPPH contiene un electron desapareado y
este electron es apareado por la substraccion de un hidrégeno de la sustancia antioxidante,

formando DPPH-H de color amarillo (Anjum et al., 2011; Xu y Zhou, 2008).
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A partir de una solucién de DPHH (20 mg/L de metanol) se prepararon las muestras (100
ML extracto+200 uL DPPH), asi como sus respectivos blancos (100 pL extracto+200 pL
etanol) y un patron (100 uL etanol+200 uL DPPH). Las mediciones se realizaron al final
del experimento en todos los individuos. El porcentaje de captacién de radical libre (%CA)

se obtuvo de la siguiente formula:

(%CA)= (1-((Abs muestra - Abs blanco)/Abs patrén))*100.

4.3 Anélisis de resultados

Los datos obtenidos a partir de las variables fenotipicas evaluadas fueron sometidos a un
analisis de homogeneidad de varianzas para determinar si su distribucion era normal. Una
vez confirmada esta distribucion, se realiz6 un analisis de varianza anidado de 3 vias que
nos permitid distinguir el efecto de la regién de origen (Lima o Piura) de la poblacion
especifica (anidada a cada region) y del tratamiento con cada una de las variables medidas.
Las diferencias entre las medias del control y el tratamiento de riego se hallaron mediante
la prueba LSD de Fisher. Los analisis se realizaron con el programa Statistica 7.0. Las

diferencias se consideraron significativas para un valor de P < 0,05.
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IV. Resultados

Las plantas sometidas a tratamiento de riego disminuido en maceta mostraron cambios en
los niveles de expresion relativa de los genes estudiados, principalmente incrementos luego
de 24 h de iniciado el tratamiento. Algunos datos de la expresion relativa no han podido

incluirse en este estudio debido a la no deteccion del gen SIERF1 en algunas poblaciones.

Dado que en un estudio anterior, desarrollado con las poblaciones de Morante,
Tambogrande, UNALM vy Azpitia, se observaron ciertas tendencias en las respuestas
fenotipicas al estrés hidrico, en este estudio se repitid la evaluacion de aquellas respuestas
fenotipicas que podian estar relacionadas con la expresion de los genes estudiados en el
tratamiento de riego disminuido en macetas. Por ello, en el caso de los niveles de expresion
del gen CBFL1, se evaluo la eficiencia fotosintética, el promedio del niamero de hojas, el
area foliar y el contenido de las clorofilas a y b. Por otra parte, para encontrar una relacion
con los niveles de expresion del gen CRTLb se midi6 el contenido de carotenoides.
Finalmente, en lo que corresponde al gen SIERF1, se evaluo el contenido de materia seca,
el contenido relativo de agua y la capacidad antioxidante. En este estudio se incluyeron,
ademas de las poblaciones estudiadas anteriormente, las poblaciones de Coléan en la regién

Piura y Pantanos de Villa en la region Lima.

Niveles de expresion relativa del gen CBF1 vy las respuestas fenotipicas posiblemente

asociadas
La expresion relativa del gen CBF1 pudo ser analizada en las 6 poblaciones. Las

poblaciones de Azpitia, Colan, Morante, Tambogrande y UNALM incrementaron la
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expresion del gen CBF1 en un 43.5 %, 21 %, 66 %, 83 % y 30 %, respectivamente, a las 24
h. Estos incrementos fueron significativos a nivel estadistico. Ademas, las poblaciones de
Azpitia, Morante y Tambogrande presentaron incrementos significativos del 18 %, 66 %y
35 % a las 32 h, respectivamente, respecto de la expresion a las 0 h. En el caso de Azpitia'y
Morante, el incremento de las 32 h fue menor que el de las 24 h. Por su parte, la poblacion
de Pantanos de Villa mostr6 una caida significativa de la expresion a las 24 h, seguida de
un aumento significativo del 35 % a las 32 h respecto de las 0 h. En las poblaciones de
Colan y UNALM, los valores de expresion del gen CBF1 a las 0 h 'y 32 h no mostraron
diferencias significativas. La mayor expresion relativa del gen CBF1 se observo en la

poblacion de UNALM, seguida de Tambogrande y Pantanos de Villa (Tablas 2, 3y 7;

Gréfico 1).
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Grafico 1. Niveles de expresion relativa el gen CBF1 en las poblaciones de S.
pimpinellifolium de Azpitia, Colan, Morante, Pantanos de Villa, Tambogrande y UNALM
en respuesta a disminucion de riego después de 0, 24 y 32 horas. Se reportan las diferencias
entre los tiempos de exposicion a estrés (prueba LSD, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
NS>0.05, ¥=0.08, marginalmente significativo).
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La medicion de la tasa fotosintética, refleja el estado del funcionamiento del fotosistema Il
de la maquinaria fotosintética, la cual es susceptible a los cambios de estrés hidrico. Entre
las poblaciones de la region Lima, la eficiencia fotosintética se redujo significativamente en
respuesta al tratamiento de riego disminuido respecto del control en las poblaciones de
Azpitia (38 %) y UNALM (20 %), mientras que la poblacion de Pantanos de Villa no
mostro diferencias significativas. En cuanto a la region Piura, ninguna de las poblaciones

mostro variaciones significativas frente a una disminucion de riego (Tabla 4; Gréfico 2).
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Gréfico 2. Eficiencia fotosintética
08 | de plantas de S. pimpinellifolium
% procedentes de las regiones Piura
(triangulos) 'y Lima (circulos)
s sometidas a los tratamientos de
06 | NS NS 3 riego: control (blanco) y riego
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! E = { promedio de 5 individuos por

*
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A

05 +
poblacion (+ 1 EE). Se reportan las
04 + diferencias entre los tratamientos
de riego en cada poblacién (prueba
03 | a posteriori LSD, * P<0.05, **
P<0.01, *** P<0.001, NS>0.05).

Eficiciencia fotosintética
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Se ha relacionado un area foliar mas grande en la planta con una mayor eficiencia
fotosintética y crecimiento vegetativo. Los resultados no mostraron diferencias
significativas entre el grupo control y el tratamiento de disminucion del riego. Sin embargo,

los mayores valores promedio se observaron en las poblaciones de Piura (Tablas 4 y 5).
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El contenido de las clorofilas a y b, forman parte de la maquinaria fotosintética. En nuestros

resultados dos de las poblaciones de Lima (Azpitia y UNALM) mostraron una reduccion

significativa del contenido de clorofilas en respuesta a una disminucién del riego. La

poblacion de Azpitia mostr6 una reduccion significativa del 58 % mientras que para la

poblacion de UNALM fue de un 35 %. Por el contrario, la poblacion de Pantanos de Villa

que también pertenece a la region Lima mostré un aumento significativo de un 43 %. En la

region Piura, las poblaciones de Colan y Morante no variaron de manera significativa el

contenido de clorofilas en respuesta a una disminucion de riego. El contenido de clorofilas

fue mayor en las poblaciones de Lima en comparacion con las de Piura, independientemente

del tratamiento de riego (Gréfico 3; Tablas 4 y 5).
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Gréfico 3. Contenido de clorofilas
a y b de plantas de Solanum
pimpinellifolium procedentes de las
regiones Piura (triangulos) y Lima
(circulos)  sometidas a los
tratamientos de riego: control
(blanco) 'y riego  disminuido
(negro). Se muestra el promedio de
5 individuos por poblacion (£ 1
EE). La diferencia estadistica entre
el promedio del tratamiento de
riego y el control se estim6 usando
la prueba a posteriori LSD (*P <
0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001,
NS>0.05).

El nimero de hojas, por su parte, esta correlacionado con la tasa de crecimiento. Las

poblaciones de Pantanos de Villay UNALM de la region Lima mostraron una reduccion

significativa en el namero de hojas frente al tratamiento de riego disminuido: la poblacion

de Pantanos de Villa disminuy6 en un 33.5 %, mientras que la poblacion de UNALM lo
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hizo en un 31 %. Las poblaciones de Colan y Morante de la region Piura no mostraron

diferencias significativas (Tablas 4 y 5; Grafico 4).

9 Gréafico 4. Numero de hojas de
16 T plantas de Solanum pimpinellifolium
. procedentes de las regiones Piura
2 14 0 ; (tridngulos) 'y Lima (circulos)
2 12 NS sometidas a los tratamientos de
NS s riego: control (blanco) y riego

)]
. disminuido (negro). Se muestra el
=- 10 } s promedio de 5 individuos por
poblaciéon (£ 1 EE). Se reportan las

Colan

Morante

Piura

Pantanos

UNALM

diferencias entre los tratamientos de
riego en cada poblacion (prueba a
posteriori LSD, * P<0.05, ** P<0.01,
*** P<0.001, NS>0.05).

Niveles de expresioén relativa del gen CRTLb v las respuestas fenotipicas posiblemente

asociadas

Con relacion a la expresion relativa del gen CRTLDb, las poblaciones de Azpitia, Morante y
Tambogrande la incrementaron significativamente en un 25 %, 18 % y 60 % a las 24 h,
respectivamente, en tanto que la poblacion de Colan solo mostr6 una tendencia similar que
no lleg6 a ser significativa a nivel estadistico. Las poblaciones de Azpitia y Morante
también incrementaron la expresion de CRTLb a las 32 h, en un 20 % y 30 %
respectivamente, en relacion a las 0 h. En el caso de la poblacion de Morante, la expresién
de CRTLb a las 32 h fue incluso mayor que la de las 24 h. Las poblaciones de Pantanos de
Villay UNALM, por su parte, incrementaron los niveles de expresion Unicamente a las 32

henun 20 % y 52 % respecto de los de las O h, respectivamente. EI mayor nivel de
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expresion relativa del gen CRTLb se observo en la poblacion de UNALM, seguido por

Tambogrande (Tablas 2, 3y 7; Gréfico 5).
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Gréafico 5. Niveles de expresion relativa del gen CRTLb en las poblaciones de S.
pimpinellifolium de Azpitia, Colan, Morante, Pantanos de Villa, Tambogrande y UNALM
en respuesta a disminucion de riego después de 0, 24 y 32 horas. Se reportan las diferencias
entre los tiempos de exposicion a estrés (prueba LSD, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
NS>0.05, T=marginalmente significativo).

Los carotenoides forman parte de la maquinaria fotosintética y ademas juegan un papel
importante como antioxidantes. Dentro de la regién Lima, la poblacion de Azpitia mostrd
una reduccion significativa del 63 % y la poblacion de UNALM mostr6 una caida de un 35
%, en tanto que la poblacion de Pantanos de Villa mostré una tendencia a aumentar su
contenido de carotenoides. En lo que se refiere a la region Piura, las poblaciones de Colan y

Morante no variaron de manera significativa su contenido de carotenoides. Sin embargo, en

la poblacion de Colan se observé una tendencia a aumentar su contenido de carotenoides. El
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contenido de carotenoides fue mayor en las poblaciones de Lima en comparacién con las de

Piura, independientemente del tratamiento de riego (Gréfico 6; Tablas 4 y 5).
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Grafico 6. Contenido de carotenoides
de plantas de Solanum
pimpinellifolium procedentes de las
regiones Piura (tridngulos) y Lima
(circulos) sometidas a los tratamientos
de riego: control (blanco) y riego
disminuido (negro). Se muestra el
promedio de 5 individuos por
poblacion (£ 1 EE). La diferencia
estadistica entre el promedio del
tratamiento de riego y el control se
estimd usando la prueba a posteriori
LSD (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P <
0.001, NS>0.05). 1=0.06,
marginalmente significativo.
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Niveles de expresién relativa del gen SIERF1 v las respuestas fenotipicas posiblemente

asociadas

Por ultimo, el andlisis de expresion relativa del gen SIERF1 revel6 como Unica variacion un
incremento significativo en la poblacion de UNALM a las 32 h. Las poblaciones de Azpitia
y Colan no mostraron cambios significativos en los niveles de expresion del gen a lo largo
del periodo evaluado. Las otras tres poblaciones no pudieron ser incluidas en el analisis al

no ser detectable la expresion relativa del gen SIERF1 (Tablas 2, 3y 7; Grafico 7).
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Gréafico 7. Niveles de expresion relativa del gen SIERF1 en las poblaciones de S.
pimpinellifolium de Azpitia, Colan y UNALM en respuesta a disminucion de riego después
de 0, 24 y 32 horas. Se reportan las diferencias entre los tiempos de exposicion a estrés
(prueba LSD, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, NS>0.05).

Un menor contenido de materia seca (LDMC) se ha relacionado con un ingreso precoz de
la planta al periodo reproductivo y un aumento de la probabilidad de perpetuacion de la

especie en medios hostiles. Los resultados muestran una tendencia a disminuir el LDMC en

casi todas las poblaciones, excepto en la de Pantanos de Villa que mas bien incrementa
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ligeramente sus valores de LDMC en respuesta a la disminucion de riego. En cuanto al
contenido relativo de agua (RWC), éste representa una medida del estado de hidratacion de
la hoja, de manera tal que valores mayores corresponden a hojas tdrgidas. Los resultados
permitieron observar solo diferencias regionales, independientemente del tratamiento,
siendo las poblaciones de la region Piura las que mostraron los valores mas altos. Todas las
poblaciones mostraron una tendencia a disminuir su RWC en respuesta a la disminucion de
riego, excepto la poblacion de UNALM que incremento sus valores, aunque no de manera

significativa (Tablas 4 y 5).

La capacidad antioxidante también fue evaluada, pero no se obtuvieron cambios

significativos en respuesta al tratamiento de disminucion de riego y tampoco se observaron

diferencias entre las regiones (Tablas 4 y 5).

Secuenciamiento de los productos de amplificacién

Las secuencias de los productos de amplificacion de los tres 3 genes cuya expresion se
analizo en las 6 poblaciones de estudio se alinearon con las secuencias pertenecientes a los
genes respectivos en la base de datos del BLASTN y mostraron un alto porcentaje de

identidad, un alto porcentaje de cobertura y bajos valores de E value.

Gen CBF1
i1 Alignments o
Description Sr;f:; :—Cooti ?;I\?g vaIEue Ident Accession

Solanum lycopersicum CBF1 protein (CBF1). mRNA 272 272 95% 1e-69 99% NM_0012471942
Solanum lycopersicum chromosome ch03. complete genome 272 522 95% 1e-69 99% HG9755151
Solanum lycopersicum cDNA. clone: LEFL2053018. HTC in fruit 272 272 95% 1e-69 99% AK3284011
Solanum pimpinellifolium cultivar LA1589 CRT binding factor 3 and CBF1-2 fusion protein genes. complete cds 272 272 95% 1e-69 99%
Lycopersicon esculentum C-repeat binding factor gene locus. complete sequence 272 522 95% 1e-69 99% A
Luranersican esrilentum rinne 1349NAR mRNA seniienca 272 272 9R% 1e-RQ Q9% RTN132911
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Gen CRLTD

i1 Alignments o
Description Meny|iotaliomery: 12 Ident Accession
score score cover value
PREDICTED: Solanum pennellii lycopene beta cyclase. (LOC107002371). mRNA 213 213 93% 7e-52 95% XM_015200360.1

213 213 93% 7e-52 95% HG9754491

| Solanum pennellii chromosome ch10. complete genome

PREDICTED: Solanum lycopersicum lycopene beta cyclase. chloroplastic (LOC101267662). mRNA 207 207 93% 3e-50 94% XM_010313794.1
207 207 93% 3e-50 94% HG975522.1

Solanum lycopersicum me ch10. plete genome
Solanum lycopersicum strain Heinz 1706 chromosome 10 clone sle-39i8 map 10. complete sequence 207 207 93% 3e-50 94% AC2453603
| Solanum lycopersicum strain Heinz 1706 chromosome 10 clone hba-35a7 map 10. complete sequence 207 207 93% 3e-50 94% AC2445994

Solanum lycopersicum strain Heinz 1706 chromosome 10 clone hba-57g1 map 10. complete sequence 207 207 93% 3e-50 94% AC2331348

Solanum lycopersicum cDNA. clone: LEFL1057CD09. HTC in leaf 207 207 93% 3e-50 94% AK3234721

191 93% 3e-45 92% XM_006351204 2

PREDICTED: Solanum tuberosum lycopene beta cyclase. chloroplastic (LOC102597428). transcript variant X2 mRNA 191

| PREDICTED: Solanum tuberosum lycopene beta cyclase. chloroplastic (LOC102597428). transcript variant X1. mRNA 191 191 93% 3e-45 92% XM_006351202.2

191 191 93% 3e-45 92% JX548327 1

Solanum sparsipilum lycopene cyclase (LCYB) gene. partial cds

Gen SIERF1

Max Total Query E [dent Abcsssion

Description score score cover  value
] PREDICTED: Solanum pennellii ethylene-responsive transcription factor ERF003-like (LOC107021879). mRNA 135 135 92% 6e-29 100% XM_015222599 1
] Solanum lycopersicum chromosome ch06. complete genome 135 135 92% 6e-29 100% HG975518.1
Solanum pennellii chromosome ch06. complete genome 135 135 92% 6e-29 100% HG9754451
Solanum lycopersicum ethylene response factor 3-like (ERF3-like) mRNA 135 135 92% 6e-29 100% NM_001247919.2
) Solanum lycopersicum chromosome 6 clone C06HBa0103N18, complete sequence 135 135 92% 6e-29 100% AC209510.1
] S.lycopersicum DNA sequence from clone SL_Mbol-30C9 on chromosome 4. complete sequence 136 135 92% 6e-29 100% CU3263723
Lycopersicon esculentum ethylene response factor 1 (ERF1) mRNA, complete cds 135 135 92% 6e-29 100% AY077626.1
PREDICTED: Nicotiana sylvestris ethylene-responsive transcription factor ERF003-like (LOC104222177). mRNA 108 108 92% 1e-20 93% XM_009773368.1

Alineamiento nucleotidico

Gen CBF1

UNALM GTTTGTGAAGTCAGAGAACCCCATACTAAGACAAGGATTTGGCTTGGTACTTTTCCTACG
AZPITIA GTTTGTGAAGTCAGAGGCCCCCATACTAAGACAAGGATTTGGCTTGGTACTTTTCCTACG
SP GTTTGTGAAGTCAGAGAACCAAATAAGAAGACGAGGATTTGGCTTGGTACTTTTCCTACT
COLAN GTTTGTGAAGTCAGAGAACCAAATAAGAAGACAAGGATTTGGCTTGGTACTTTTCCTACG
PANTANOS GTTTGTGAAGTCAGAGAACCAAATAAGAAGACAAGGATTTGGCTTGGTACTTTTCCTACG
SL GTTTGTGAAGTCAGAGAACCAAATAAGAAGACAAGGATTTGGCTTGGTACTTTTCCTACG
MORANTE GTTTGTGAAGTCAGAGAACCAAATAAGAAGACAAGGATTTGGCTTGGTACTTTTCCTACC
TAMBOGRANDE GTTTGTGAAGTCAGAGAACCAAATAAGAAGACCAGGATTTGGCTTGGTACTTTTCCTACG
****************‘.**k‘.**k*. KAk Kkk KAhkAkAkAAIhkAhAAhkA Ak rA A Ak kA hxkkxk
UNALM GCTCAAATGGCTGCTAGAGCTCATGACGTGGCGGCTTTAACATTAACAGGCCGTTCTGC
AZPITIA GCAAAAATGCCAGCTAGAGCTCATGACGTGGCGGCTGTATCATTAACAGGACGTTCCGC
SP GCTGAAATGGCGGCTAGAGCTCATGACGTGGCGGCTATAGCATTAAGAGGACGTTCAGC
COLAN GCTGAAATGGCGGCTAGAGCTCATGACGTGGCGGCTTTAGCATTAAGAGGCCGTTCTGC
PANTANOS GCTGAAATGGCGGCTAGAGCTCATGACGTGGCGGCTTTAGCATTAAGAGGCCGTTCTGC
SL GCTGAAATGGCGGCTAGAGCTCATGACGTGGCGGCTTTAGCATTAAGAGGCCGTTCTGC
MORANTE GCCTTTATGACGGCTAGAGCTCATGACGTGGCGGCTTTAACATTAACAGGCCGTTCTGC
TAMBOGRANDE GCCCTTATGACGGCTAGAGCTCATGACGTGGCGGCTTTAGCATTAACAGGCCGTTCTGC
* * ::*** kX hhkkkhkAkhkkhkhkhAkAhAkhAkA ik hkhkkhkrkhkkhkkk Kk *hkkhk*k ***.***** * *
UNALM TTGTTTGAATTTCTCTGATTCTGCT
AZPITIA TTGTTTGAATTTCTCTGATTCTGCT
SP TTGTTTGAATTTTGCTGACTCTGCT
COLAN TTGTTTGAATTTCTCTGATTCTGCT
PANTANOS TTGTTTGAATTTCTCTGATTCTGCT
SL TTGTTTGAATTTCTCTGATTCTGCT
MORANTE TTGTTTGAATTTCTCTGATTCTGCT
TAMBOGRANDE TTGTTTGAATTTCTCTGATTCTGCT

I EEEEE——————————.y§
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Gen CRTLb

SL TTCCCATCTTAATAACAATGTGAAGCTGAAAGAGAGGAACAGAAAAGTTCCAACTTTT
AZPITIA TTTCCATCTTAATAACAATATGAAGCTGAAAGAGAGGAACAGAAAAGTTCCAACTTTT
MORANTE TTCCCATCTTAATAACAATGTGAAGCTGAAAGAGAGGAACAGAAAAGTTCCAACTTTT
SP TTCCCATCTTAATAACAATATGAAGCTGAAAGAGAGGAACAGAAAAGTTCCAACTTTT
PANTANOS TTTCCATCTTAATAACAATTTGAAGCTGAAAGTGAGGAACAGAAAAGTTTCAACTTTT
COLAN TTCCCATCTTAATAACAATATGAAGCTGAAAGTGAGGAACAGAAAAGTTTCAACTTTT
UNALM TTCCCATCTTAATAACAATGTGAAGCTGAAAGAGAGGAACAGAAAAGTTCCAACTTTT
TAMBOGRANDE TTCCCATCTTAATAACAATGTGAAGCTGAAAGATAGGAACAGAAAAGTTCCAACTTTT

kk khkkkrhkkhkhkhkkhkhkkhkhkhkkhkx Khrkhkkhkhkkhkkhkrkhkhkkhkkhke K rxkhkkhkrkhkkhkrhkhkhkhhkhk *khkrxkkxk%k

SL CTCTATGCCATGCCATTTTCATCAAACAGAATATTTCTTGAAGAAACCTCCCTTG
AZPITIA CTGTATGCCATGCCATTTTCATCAAACAGAATATTTCTTGAAGAAACCTCCCTTG
MORANTE CTCTATGCCATGCCATTTTCATCAAACAGAATATTTCTTGAAGAAACCTCCCTTG
SP CTCTATGCCATGCCATTTTCATCAAACAGAATATTTCTTGAAGAAACCTCCCTTG
PANTANOS CTTTATGCCATGCCATTTTCATCAAACAGAATATTTCTTGAAGAAACCTCCCTTG
COLAN CTCTATGCCATGCCATTTTCATCAAACAGAATATTTCTTGAAGAAACCTCCCTTG
UNALM CTCTATGCCATGCCATTTTCATCAAACAGAATATTTCTTGAAGAAACCTCCCTTG
TAMBOGRANDE CTCTATTCCATGCCATTTTCATCAAACAGAATATTTCTTGAAGAAACCTCCCTTG

KKk KKK A KA KA AR AR A AR A AR AR AR A IR A AR AR A AR A A A AR A A AR A A Ak Ak kK
SL TAGCTCGT
AZPITIA TAGCTCGT
MORANTE TAGCTCGT
SP TAGCTCGT
PANTANOS TAGCTCGT
COLAN TAGCTCGT
UNALM TAGCTCGT
TAMBOGRANDE TAGCTCGT

Kok ok ok ok kKK
Gen SIERF1
SL GGAGCAGCAAGGCTAATGTGTGGTCCAAGAGCTAGAACTAATTTCCCATACAACCCAAAC
UNALM GAAGCAGCAGG-CTAATGTGTGGTCCAAGAGCTAGAACTAATTTCCCATACAACCCAAAC
SP GAAGCAGCAAGGCTAATGTGTGGTCCAAGAGCTAGAACTAATTTCCCATACAACCCAAAC
colan GTAGCAGCAGG-CTAATGTGTGGTCCAAGAGCTAGAACTAATTTCCCATACAACCCAAAC
azpitia GTAGCAGCAAGGCTAATGTGTGGTCCAAGAGCTAGAACTAATTTCCCATACAACCCAAAC
Morante GTCGCAGCAGG-CTAATGTGTGGTCCAAGAGCTAGAACTAATTTCCCATACAACCCAAAC
Pantanos GTAGCAGCAGG-CTAATGTGTGGTCCAAGAGCTAGAACTAATTTCCCATACAACCCAAAC
Tambogrande GTTGCAGCAGG-CTAATGTGTGGTCCAAGAGCTAGAACTAATTTCCCATACAACCCAAAC

* hhkhkhkhkk ok kA khkhhhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkhhhkrhkhkhhkhkhkhkrhkkhkhkhhkrhkhkhkhkrhkhkxkkxk

SL ATGCCACAAACATCTT
UNALM ATGCCACAAACATCTT
SP ATGCCACAAACATCTT
colan ATGCCACAAACATCTT
azpitia ATGCCACAAACATCTA
Morante ATGCCACAAACATCTT
Pantanos ATGCCACAAACATCTT
Tambogrande ATGCCACAAACATCTT

kkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkk .

*SL=S. lycopersicum (SIERF1: AY077626.1, CBF1l: NM_001247194.2, CRTLb:
XM _010313794.1), SP=S. pimpinellifolium, secuencias reportadas del NCBI y del
Solgenomics respectivamente (Ver Anexo 5).
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Andlisis de polimorfismos

Largo | Gaps Sitios N° cambios N° cambios Inserciones/ | Diversidad
(pb) variables sinénimos no sinénimos Deleciones | nucleotidica
polimorficos Pi
CBF1 153 0 17 7 10 0 0.0674
CRTLb 142 0 9 3 6 0 0.02420
SIERF1 |76 0 2 0 2 1 0.01429

De los 3 genes de estudio, el gen CBF1 mostro6 la mayor variacion de nucleétidos entre las
secuencias analizadas, seguido del gen CRTLb y finalmente del gen SIERF1.

N° de diferencias de nucleétidos

CBF1| CRTLB | SIERF1
SL * SP 8 1 1
SL COLAN 0 3 1
SL MORANTE 8 0 2
SL PANTANOS 0 5 1
SL TAMBOGRANDE 7 2 2
SL UNALM 8 0 1
SL AZPITIA 15 3 2
SP * COLAN 8 2 1
SP MORANTE 15 1 2
SP PANTANOS 8 5 1
SP TAMBOGRANDE 14 3 2
SP UNALM 16 1 0
SP AZPITIA 19 2 2
COLAN MORANTE 8 3 1
COLAN PANTANOS 0 3 0
COLAN TAMBOGRANDE 7 5 1
COLAN UNALM 8 3 1
COLAN AZPITIA 15 4 1
MORANTE PANTANOS 8 5 1
MORANTE TAMBOGRANDE 4 2 1
MORANTE UNALM 11 0 2
MORANTE AZPITIA 17 3 2
PANTANOS TAMBOGRANDE 7 0 1
PANTANOS UNALM 8 5 1
PANTANOS AZPITIA 15 4 1
TAMBOGRANDE UNALM 1 2 2
TAMBOGRANDE AZPITIA 17 5 2
UNALM AZPITIA 10 3 2

En rojo se sefialan los mayores valores de diferencias de nucleotidos entre 2 poblaciones.
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*SL=S. lycopersicum (SIERF1: AY077626.1, CBF1l: NM_001247194.2, CRTLb:
XM_010313794.1), SP=S. pimpinellifolium, secuencias reportadas del NCBI y del
Solgenomics respectivamente (Ver Anexo 5).

El porcentaje promedio de diferencias de nucledtidos para los genes CBF1, CRTLb y
SIERF1 fueron de 6 %, 1.8% y 1.73 %, respectivamente. EI mayor porcentaje de
diferencias de nucleétidos para el gen CBF1 fue en la poblacion de Azpitia en un 9.8 % (15
nt), en un 3.5 % (5 nt) en la poblacion de Pantanos de Villa para el gen CRTLb y en la
poblacion de Azpitia 3.94 % (3 nt) para el gen SIERF1.

Resultados de alineamiento proteico

Proteina CBF1

MORANTE VCEVREPNKKTRIWLGTFPTAFMTARAHDVAALTLTGRSACLNESDSA

TAMBOGRANDE VCEVREPNKKTRIWLGTFPTALMTARAHDVAALALTGRSACLNFSDSA

COLAN VCEVREPNKKTRIWLGTFPTAEMAARAHDVAALALRGRSACLNESDSA

PANTANOS VCEVREPNKKTRIWLGTFPTAEMAARAHDVAALALRGRSACLNFSDSA

SL VCEVREPNKKTRIWLGTFPTAEMAARAHDVAALALRGRSACLNFSDSA

SP VCEVREPNKKTRIWLGTFPTAEMAARAHDVAAIALRGRSACLNFADSA

UNALM VCEVREPHTKTRIWLGTFPTAQMAARAHDVAALTLTGRSACLNFSDSA

AZPITIA VCEVRGPHTKTRIWLGTFPTAKMPARAHDVAAVSLTGRSACLNESDSA
* k k Kk Kk *:‘************ *'********::* ********:***

Proteina CRTLb

SL SHLNNNVKLKERNRKVPTFLYAMPFSSNRIFLEETSLVAR

PANTANO SHLNNNVKLKERNRKVPTFLYAMPFSSNRIFLEETSLVAR

MORANTE SHLNNNVKLKERNRKVPTFLYAMPFSSNRIFLEETSLVAR

TAMBOGRANDE SHLNNNVKLKDRNRKVPTFLYSMPEFSSNRIFLEETSLVAR

SP SHLNNNMKLKERNRKVPTFLYAMPFSSNRIFLEETSLVAR

AZPITIA FHLNNNMKLKERNRKVPTFLYAMPFSSNRIFLEETSLVAR

COLAN SHLNNNMKLKVRNRKVSTFLYAMPFSSNRIFLEETSLVAR

PANTANOS FHLNNNLKLKVRNRKVSTFLYAMPFSSNRIFLEETSLVAR

KAk kkhkeoehhkk *Akhkhkk KhkhkkekkhkhkkhkhkhAkhAkrAkhkhkhkkh kA hh k%

Proteina SIERF1

PANTANOS SSRLMCGPRARTNFPYNPNMPQTS
UNALM SSRLMCGPRARTNFPYNPNMPQTS
COLAN SSRLMCGPRARTNFPYNPNMPQTS
Tambogrande CSRLMCGPRARTNFPYNPNMPQTS
MORANTE RSRLMCGPRARTNEFPYNPNMPQTS
SL AARLMCGPRARTNFPYNPNMPQTS
SP AARLMCGPRARTNFPYNPNMPQTS
AZPITIA AARLMCGPRARTNFPYNPNMPQTS

ekkk kA Ak kA Ak kA Ak khkkkx k%

*SL=S. lycopersicum (SIERF1l: AAL75809, CBF1: NP_001234123, CRTLb:
XP_010312096), SP=S. pimpinellifolium, secuencias reportadas del NCBI y del
Solgenomics respectivamente.

En los resultados de alineamiento de la secuencia de aminoéacidos de las proteinas derivadas
de los 3 genes de estudio se observa que poseen regiones muy conservadas.
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Resultados de dominios conservados

Gen CBF1

CBF1 protein [Solanum lycopersicum]

Graphical summary Zoom to residue level Bt T It
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Y 2 MR binding site JLAAAA MM AL
Specific hits
Superfanilies AP2 superfamily
Search for similar domain architectures | @ | Refine search | @

List of domain hits .
d Name Accession Description Interval E-value

I-/AP2  cdd00i2  DNA-binding domain found in transcription reguiators in plants such as APETALA2and EREBP .. 5113 77732
DNA-binding domain found in transcription regulators in plants such as APETALA2 and EREBP (ethylene responsive element binding protein). In EREBPs the domain specifically
binds to the 11bp GCC box of the ethylene response element (ERE). a promotor element essential for ethylene responsiveness. EREBPs and the C-repeat binding factor CBF 1
which is involved In stress response. contain a single copy of the AP2 domain. APETALA2-like proteins, which play a role in plant development contain two copies.

Pssm-ID: 237985 Cd Length: 61 Bit Score: 111.59 E-value: 7.77e-32

Gen CRTLb

Conserved domains on [gi723738271[reffXP_010312096.1]] View | Concise Results v | @

PREDICTED: lycopene beta cyclase, chloroplastic [Solanum lycopersicum]
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Search for similar domain architectures | ] Refine search | ]

List of domain hits J

Name Accession Description Interval E-value
[+] PLN02463 PLN02463  lycopene beta cyclase 57-500 0e+00
[H carotene-cycl  TIGRO1790  lycopene cyclase family protein; This family includes lycopene beta and epsilion cyclases ... 85-480 0e+00

Gen SIERF1

Conserved domains on [gi350539962/refNP_001234848.1[] view [Concise Results v | @1

ethylene response factor 3-like [Solanum lycopersicum]
Graphical summary [BFZ2 i3l show extra options » °
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uery seq.
Y S5 binaing site A A

Specific hits
Superfanilies AP2 superfamily

Search for similar domain architectures | 2 Refine search [ e

BN Name Accession Description Interval  E-value
HARZIN | 666

DNA-binding domain found in transcription regulators in plants such as APETALA2 and EREBP (ethylene responsive element binding protein). In EREBPs the domain specifically binds
to the 11bp GCC box of the ethylene response element (ERE), a promotor element essential for ethylene responsiveness. EREBPs and the C-repeat binding factor CBF 1, which is
involved in stress response, contain a single copy of the AP2 domain. APETALAZ2-like proteins, which play a role in plant development contain two copies.

Pssm-ID: 237935 Cd Length: 61 Bit Score: 121.22 E-value: 1.67e-35

gi 350539962 6 QRYRG'
Cdd:cdeeo18 1 SKYRGVRQRP

Las regiones de amplificacion de los genes CBF1 y SIERF1 pertenecen al dominio AP2, un
dominio de union al ADN, y la del gen CRTLb al dominio NADB-Rossmann, implicado en
la catélisis de reacciones de enzimaticas (ver seccion Discusion).
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V. Discusion

En un trabajo anterior realizado con cuatro poblaciones de S. pimpinellifolium de las
regiones Lima y Piura se demostro la ocurrencia de variaciones fenotipicas en respuesta al
estrés hidrico. Mas aln, no todas las variaciones observadas se dieron de igual manera en
las poblaciones estudiadas, con lo que se demostrd, ademas, que existia una diversidad de
respuestas a este tipo de estrés segun el origen de la poblacion. Por ello, se decidié evaluar
patrones de expresién de 3 genes que podrian tener un correlato con las respuestas
fenotipicas mas relevantes en seis poblaciones de S. pimpinellifolium sometidas a

tratamientos de restriccion hidrica en macetas.

Los cambios en la expresion de dichos genes se cuantificaron en relacion a la expresion del
gen de ubiquitina (UBI), utilizado como gen de normalizacion en tomate y otras especies
vegetales por su expresion constante bajo distintos tipos de estrés (Czechowski et al., 2005;
Pfaffl et al., 2004; Yafiez et al., 2009). Para determinar los tiempos en los que se evaluaria
la expresion de los genes en el tratamiento de plantas en macetas, se midio la expresion
relativa en los tiempos 0, 10, 24 y 32 h después de interrumpido el riego, tomando al gen

CBF1como referencia. La mayor expresion ocurrid a las 24 h, seguida de un descenso a las
32 h. A partir de estos resultados, se optd por tomar las muestras en los tiempos 0, 24 y 32

h.
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Niveles de expresion relativa del gen CBF1 y su relacion con el analisis fenotipico

La induccidn de la expresion del gen CBF1 ha sido relacionada en un principio al estrés por
bajas temperaturas en Arabidopsis (Jagglo-Ottosen et al., 1998; Terol et al., 1999). Sin
embargo, estudios posteriores demostraron que la expresiéon de CBF1 como transgen en
papa y tomate induce en estas especies una respuesta protectora frente al estrés hidrico
(Movahedi et al., 2012; Hsieh et al., 2002). Los experimentos realizados en este trabajo
demuestran por primera vez que la expresién del gen CBF1 se induce en S.
pimpinellifolium ante un estrés hidrico. Estos resultados apoyan la idea de que, al menos en
algunas especies vegetales, los niveles de expresion del gen CBF1 no solo aumentan en
respuesta al estrés por bajas temperaturas, sino que también lo hacen en respuesta al estrés

hidrico.

De hecho, en especies silvestres de tomate tolerantes a bajas temperaturas como S.
lycopersicoides y S. habrochaites, la expresion del gen CBF1 no solo se induce a bajas
temperaturas sino también bajo condiciones de sequia (Zhang et al., 2014; Li et al., 2014).
Mas aun, la expresion ectopica de los genes CBF1 de estas especies en Arabidopsis induce
tolerancia, no solo a estrés por bajas temperaturas, sino también a estrés por alta salinidad.
Ello sugiere que en las especies silvestres de tomate, la induccidn de la expresion de estos
genes también podria estar relacionada con la tolerancia a estrés salino y a estrés hidrico.
Por el contrario, en tomate cultivable el gen CBF1 solo se induce bajo estres por bajas
temperaturas y el aumento de la tolerancia a estrés hidrico se ha observado Unicamente al
sobre-expresar el gen CBF1 de Arabidopsis (Lee et al., 2003; Hsieh et al., 2002). Tal como

ocurre en S. lycopersicoides y en S. habrochaites, el estrés hidrico induce la expresion del
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gen CBF1 en S. pimpinellifolium, y queda por ver en esfuerzos futuros si la expresién
ectdpica de los genes CBF1 de estas especies silvestres en el tomate cultivable inducen
tolerancia a este tipo de estrés. De ser ese el caso, la transferencia de estas versiones

“silvestres” de los genes podria ser una herramienta util para el mejoramiento genético del

tomate cultivable.

El incremento de la expresion del gen CBF1 en Arabidopsis esta relacionado a una mayor
expresion de las proteinas DELLA por induccion de la oxidasa GA2, una enzima que
inactiva al &cido giberélico. La acumulacion de las proteinas DELLA determinan un
fenotipo de menor altura y un retraso de la floracion en las plantas (Achard et al., 2008). Es
interesante notar que en los resultados del trabajo anterior en el que se analizaron las
respuestas fenotipicas de S. pimpinellifolium a sequia, las cuatro poblaciones incluidas
mostraron una menor altura en respuesta a la disminucién del riego en comparacién a la
plantas del grupo control. Ello sugiere que en S. pimpinellifolium podria operar un
mecanismo similar al descrito en Arabidopsis, dado que en este trabajo se ha encontrado
que los niveles de expresion relativa del gen CBF1 se incrementaron en las plantas adultas

de las seis poblaciones sometidas a una disminucion de riego.

En relacion a la eficiencia fotosintética, un aspecto de la respuesta fenotipica evaluado en
este trabajo, se encontr6 que en las poblaciones de la region Piura los valores se
mantuvieron aproximadamente constantes en respuesta a la diminucion del riego,
confirmandose lo observado en el estudio anterior. Se ha demostrado que la sobre-
expresion del gen CBF1 de Arabidopsis en tomate cultivable reduce la caida de la

eficiencia fotosintética bajo condiciones de estrés hidrico (Hsieh et al., 2002). De acuerdo a
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los resultados obtenidos en el tratamiento de plantas en macetas del presente estudio, el
incremento de la expresion del gen CBF1 en las poblaciones de la region Piura podria
explicar el mantenimiento de la eficiencia fotosintética. En cuanto a las poblaciones de la
region Lima, el hecho de que, a excepcidn de la poblacion de Pantanos de Villa, el aumento
de la expresion del gen CBF1 no vaya acompafiado de un mantenimiento de la eficiencia
fotosintética, podria indicar que en estas poblaciones existen otros genes que influyen

fuertemente en el control de este atributo.

Niveles de expresion relativa del gen CRTLb y su relacion con el andlisis fenotipico

En lo que se refiere a la expresion del gen que codifica la licopeno beta ciclasa (CRTLb), la
expresion de este gen se incremento en respuesta a la restriccion hidrica. Esta induccion de
la expresion relativa bajo condiciones de estrés hidrico difiere de lo observado por Gong et
al. (2010) en el cultivar M82 de S. lycopersicum y en cruces de esta linea con la especie
silvestre S. pennellii, tolerante a sequia. Sin embargo, otros estudios han reportado
incrementos y disminuciones en el contenido de licopeno en respuesta al estrés hidrico,
dependiendo del cultivar de tomate estudiado (Dumas et al., 2003), lo que sugiere que el
ajuste en la expresion y la actividad de la licopeno beta ciclasa varian segln la especie
silvestre o el cultivar de tomate con el que se trabaje. En este sentido es interesante sefialar
que en otras solanaceas como el tabaco, la expresion relativa de CRTLb se induce bajo un
régimen similar de restriccion hidrica (Shi et al., 2015). Hasta donde se ha podido explorar

la informacion publicada, este seria el primer estudio en el que se reporta la induccién de la
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expresion relativa del gen CRTLb en la especie silvestre S. pimpinellifolium en respuesta al

estrés hidrico.

A diferencia de los trabajos de expresion ectopica de CRTLb en tabaco y Arabidopsis, en
los que se reportd un aumento significativo de los niveles de carotenoides totales en las
plantas transgénicas (Chen et al., 2011; Shi et al., 2015), en el presente estudio no se pudo
establecer una relacion entre dichos niveles y la expresion relativa del gen CRTLDb
enddgeno en plantas mantenidas en macetas con riego restringido. Ello sugiere que, de no
haber un incremento masivo en la expresion de CRTLb, otros genes influirian de manera
significativa en la regulacion del contenido total de carotenoides en respuesta a la
disminucion de riego. Queda por establecerse si las variaciones observadas en la expresion
relativa de este gen en las poblaciones estudiadas bajo estrés hidrico tienen un efecto en los

contenidos relativos de los distintos carotenoides, en particular del licopeno y el B-caroteno.

Niveles de expresion relativa del gen SIERF1y su relacion con el andlisis fenotipico

Los genes pertenecientes a la familia ERF han sido estudiados principalmente en relacion a
su funcidn en el crecimiento y desarrollo, y en la regulacion del metabolismo (Van der Fits
y Memelink, 2000). El énfasis se ha puesto sobre todo en los cambios en sus niveles de
expresion durante la maduracion del fruto del tomate, dado que la expresion de estos genes
es inducida por etileno (Pirrello et al., 2009). Sin embargo, también se ha reportado que
ciertos miembros de la familia ERF estan involucrados en las respuestas a estrés biotico y
abiotico (Hussain et al., 2011; Chakravarthy et al., 2003; Qiao et al., 2008; Wu et al., 2007).

En este trabajo se encontraron cambios significativos de los niveles de expresion relativa
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del gen SIERF1 en la respuesta de algunas de las poblaciones de S. pimpinellifolium
estudiadas, lo cual sugiere que el factor de transcripcion SIERF1 participaria en la
reconfiguracién metabdlica y fisiologica inducida en esta especie de tomate silvestre por la

disminucion en la disponibilidad de agua.

Algunos estudios previos sugieren una relacion entre la expresion del gen SIERF1 vy el
contenido relativo de agua (RWC). Por ejemplo, la sobre-expresion del transgen LeERF1
en plantas de tomate bajo estrés hidrico provoca un incremento del contenido de agua
relativa (Lu, et al., 2010), también se observo un mayor contenido relativo de agua en arroz,
donde se sobre-expreso el gen JERF1 en plantas expuestas a estrés hidrico (Zhang et al.,
2010). En el presente estudio, la poblacion de UNALM mostré un incremento de la
expresion relativa de SIERF1 en plantas adultas con restriccion de riego, y
coincidentemente ésta fue la Unica poblacion de las evaluadas que reveld una tendencia a
aumentar los valores promedio de RWC. Esta posible asociacién se ve reforzada por
resultados del estudio anterior de caracterizacion fenotipica segun los cuales la poblacion
de UNALM disminuyé su densidad estomatica abaxial de manera significativa en respuesta
a la disminucién del riego, fendmeno que se ha descrito promueve una mejor conservacion
de agua dentro de la planta (Kebede et al., 1994). Es de interés notar que en un estudio
realizado en Arabidopsis, Serna y Fenoll (1997) atribuyeron al etileno la propiedad de
inducir la formacion de estomas en la cara adaxial de las hojas. El presente estudio y el
anterior realizado en poblaciones de S. pimpinellifolium no incluyeron determinaciones de
etileno en planta, pero al ser SIERF1 un activador de la expresion de genes en respuesta a la
hormona, es altamente probable que las plantas hayan aumentado sus niveles de etileno en

respuesta a la disminucion del riego. Ello sugiere que habria diferencias en los ajustes de la
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densidad estomatica en respuesta a etileno entre Arabidopsis y S. pimpinellifolium, o que
las diferencias se dan segun la hormona sea incrementada en su concentracion en planta por
aplicacion de una molécula precursora 0 en respuesta a la restriccion hidrica.
Independientemente de las causas de estas diferencias, los resultados obtenidos en el
presente estudio son congruentes con la relacion directa reportada entre la expresion de

SIERF1 vy la tolerancia a estrés osmatico en tomate por Huang et al. (2004).

Es de recalcar que algunos resultados obtenidos sugieren que la poblacién de Pantanos de
Villa posee singularidades en su respuesta a la restriccion hidrica, tanto a nivel del conjunto
de poblaciones analizadas como a nivel de las poblaciones de la region Lima. En términos
generales, las plantas de esta poblacion tendieron a mostrar respuestas mas tardias en la
expresion relativa de los genes que las observadas en las demés poblaciones. En cuanto a
las respuestas fenotipicas evaluadas en este estudio, esta poblacion fue la Gnica entre las de
la region Lima que mantuvo los niveles de eficiencia fotosintética y de carotenoides bajo un
régimen de riego restringido, y fue la Unica entre todas las poblaciones que aumento6 los
valores de clorofila a y b. Es de destacar que esta misma poblacién fue la que tendio a
mostrar una mayor resistencia a un par de aislamientos peruanos de P. infestans en un
estudio realizado en paralelo con el mismo grupo de poblaciones (Chang kee, tesis de

maestria en curso).
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Niveles de expresion relativa de los 3 genes de estudio bajo estrés hidrico inducido en

cultivo in vitro.

En forma paralela a los experimentos de interrupcion de riego en plantas adultas
mantenidas en maceta, se analizé también los niveles de expresion relativa de los genes de
interés al inducir estrés hidrico en plantulas de las 6 poblaciones de S. pimpinellifolium
mantenidas bajo condiciones in vitro mediante un tratamiento osmotico con
polietilenglicol-PEG (Anexo 7, Tabla 3). Esta aproximacion se incluy6 con la finalidad de
evaluar la respuesta en estadios distintos de desarrollo y bajo modalidades distintas de
induccion de estrés hidrico. Los resultados mostraron un incremento en la expresion
relativa del gen CBF1 frente a una menor disponibilidad de agua con PEG. Esto demuestra
que la induccion de la expresion del gen CBF1 es independiente del estadio del desarrollo

de la planta y/o de la aproximacion utilizada.

En cuanto a la expresion del gen CRTLb, se encontr6 un menor valor promedio en el
tratamiento en cultivo in vitro con respecto al tratamiento de plantas en macetas (p=0.005)
(Anexo 7, Tabla 3). De hecho, los mayores incrementos de dicha expresion en el
tratamiento en cultivo in vitro, observados en las poblaciones de Coldn y UNALM, no
fueron tan marcados como los del tratamiento en macetas. Esta diferencia podria deberse a
que las plantulas mantenidas bajo condiciones in vitro (baja irradiacion, alta humedad, baja
disponibilidad de CO:2 y elevados niveles de sucrosa en el medio) no son autotrofas y
suelen tener solo una limitada capacidad fotosintética por la constitucién anormal de sus
hojas (Hazarika, 2006). En plantas que hacen fotosintesis activa, como las plantas

sometidas a tratamiento en macetas del presente estudio, los carotenoides juegan un papel
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fundamental, tanto como pigmentos en la captacion de energia como antioxidantes y
disipadores del excedente energético en la proteccion de la maquinaria fotosintética
(Cazzonelli et al., 2011). En particular, el B-caroteno y la violaxantina son considerados
esenciales para estas funciones. El primero es parte de los centros de reaccion de los
fotosistemas y del nucleo de las antenas captadoras de energia, y la segunda es
constituyente de las porciones periféricas de las antenas y de complejos con proteinas para
la captacion de energia luminosa (Trebst, 2003). La expresion del gen CRTLb y la
consiguiente sintesis de la licopeno beta ciclasa es importante para la formacién de ambas
moléculas (Ronen et al., 2000), y por ello era de esperarse que esta variable fuese afectada
de manera distinta segun la respuesta al estrés por restriccion hidrica se produjese bajo
condiciones in vitro versus condiciones naturales, tal como se ha confirmado en este

estudio.

En lo que respecta a la expresion relativa del gen SIERF1 bajo tratamiento de plantulas in
vitro los resultados mostraron ser diferentes en comparacion al tratamiento de plantas en
macetas (Anexo 7, Tabla 3). Si bien los valores promedio de la expresion relativa de este
gen no mostraron una diferencia significativa entre las dos aproximaciones a nivel
estadistico, la poblacion de Colan aumentd la expresion relativa de SIERF1 en el
tratamiento in vitro mientras que en la restriccion de riego en macetas los valores promedio
se mantuvieron constantes. En cuanto a la poblacion de UNALM increment6 su expresion
en ambos casos, pero de manera mas tardia y en menor magnitud en la reduccion de riego

en macetas.
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Una caracteristica del gen SIERF1 en tomate es la elevada transcripcion que se observa en
la raiz de plantulas, una expresion bastante méas elevada incluso que la que se observa
durante la maduracion del fruto en plantas adultas (Sharma, 2010). Es posible que, en las
etapas tempranas del desarrollo de la planta, la expresion de SIERF1 juegue un papel
principal en el desarrollo de la raiz para asegurar el acceso a agua y nutrientes y mejorar la
probabilidad de supervivencia. Estudios realizados en plantulas de tomate que sobre-
expresaron LeERF1 y LeERF2 demostraron que las plantulas transformadas desarrollaban
raices mas largas que las no transformadas bajo estres salino (Hu et al., 2014). Si bien en
este estudio no puede descartarse que las diferencias en la magnitud de la expresion relativa
de SIERF1 observadas entre las 2 aproximaciones utilizadas se deban a la forma de inducir
el estrés hidrico, es muy probable que el estadio de desarrollo de la planta sea el factor

principal.

Secuenciamiento de los productos de amplificacion

Para corroborar que se estuviesen estimando las expresiones relativas de los 3 genes de
interés, las secuencias de los productos de amplificacion (CADN) fueron obtenidas a partir
de las reacciones de PCR realizadas con muestras de las 6 poblaciones de S.
pimpinellifolium. Los resultados mostraron que la region amplificada de los genes CBF1y

SIERF1 pertenecen al dominio AP2, secuencia asociada a un dominio de union al ADN en
factores de transcripcion que regulan la expresidn de multiples genes en plantas, entre ellos
los involucrados en respuesta a estrés (SMART, SM00380). Las diferencias de nucle6tidos
que se traducen en cambios de aminoacidos en CBF1 y SIERF1 podrian alterar la afinidad

de estos factores de transcripcion por su sitio de unién al ADN en los promotores de los
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genes que regulan, y con ello explicar en parte las diferencias de respuesta fenotipica entre
poblaciones. En cuanto a la region amplificada del gen CRTLDb, ésta corresponde al dominio
NADB-Rossmann. Este dominio se encuentra en proteinas deshidrogenasas, enzimas que
catalizan reacciones a traves del uso de coenzimas NAD y FAD. Este dominio posee una
secuencia consenso GXGXXG donde las glicinas participan en la unién al NAD(P) (NCBI,
cl09931). El gen CRTLDb codifica una enzima que cataliza la conversion de licopeno a beta-
caroteno, y el hecho de poseer un dominio NADB-Rossmann sugiere que el mecanismo de
catalisis es similar al de las deshidrogenasas. Se ha reportado que el dominio NADB-
Rossmann ha pasado por un proceso evolutivo desde las deshidrogenasas de cadena corta
hasta las de cadena larga, cuya complejidad permitié la union a coenzimas (Jornvall et al.,
2010). Las diferencias de nucle6tidos entre los productos de amplificacion del cADN de

CRTLD de las distintas poblaciones estudiadas podrian verse reflejadas en la eficiencia de la
catélisis de la enzima, y ello influir en las respuestas fenotipicas observadas bajo restriccion

hidrica.

El presente estudio presentd algunas limitaciones. En primer lugar, el caracter semi
cuantitativo de la RT-PCR plantea restricciones de exactitud y precision en la
determinacion de los niveles de expresion relativa de los genes evaluados, lo que debiera
mejorarse con el uso de técnicas mas sofisticadas como la PCR en tiempo real. En segundo
lugar, la data generada no pudo completarse debido a la degradacion del ARN o por la
imposibilidad de detectar la expresion del gen SIERF1 por RT-PCR en algunas muestras.
En lo que corresponde a la degradacién de ARN, la preparacion de nuevas muestras no fue
posible por haberse agotado el material vegetal y no disponerse de tiempo y recursos para

realizar experimentos adicionales. Un tercer punto tuvo que ver con las dificultades para
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realizar la evaluacion fenotipica bajo condiciones relativamente constantes que solo podrian
garantizarse con el uso de un invernadero. Ello determiné que las evaluaciones fenotipicas
incluidas en el presente trabajo no pudieran realizarse bajo las mismas condiciones que las

del estudio anterior, por haber ocurrido ambas en distintas épocas del afio.
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VI. Conclusiones

e Se observaron cambios en los niveles de expresion de los tres genes de estudio en la
mayor parte de las poblaciones estudiadas de S. pimpinellifolium en respuesta al

tratamiento de plantas en macetas.

e El incremento de la expresion relativa del gen CBF1 coincidi6 con el mantenimiento
de la eficiencia fotosintética en las poblaciones de la region Piura y la de Pantanos

de Villa.

e No se encontré una asociacion entre el contenido de carotenoides y la expresion

relativa del gen CRTLb en respuesta a la restriccion hidrica.

e En la poblacién de UNALM, el incremento de la expresion del gen SIERF1 coincide
con una tendencia al aumento en los valores promedio del contenido relativo de

agua y una caida en la densidad estomatica.

e La poblacion de Pantanos de Villa mostré cambios fenotipicos y de expresion de
genes en respuesta al estrés hidrico que la distinguen del resto de las poblaciones

estudiadas.
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VII.

Recomendaciones

Hacer la anotacion de los genes estudiados en el genoma reportado de S.
pimpinellifolium (accesion LA1589), en base a la homologia con el genoma

ordenado y curado de S. lycopersicum.

Evaluar la funcionalidad del gen CBF1 de las poblaciones estudiadas en ensayos de
transformacion de tomate cultivable en los que se compruebe si su expresion induce

una mayor tolerancia al estrés hidrico y al estrés salino.

Evaluar en ensayos de transformacion si la sobre-expresion del gen SIERF1, en
particular el que se clone de la poblacion de UNALM, disminuye la densidad
estomatica y aumenta el contenido relativo de agua de las plantas transformadas.
Analizar la composicién de carotenoides en plantas adultas de las poblaciones
estudiadas de S. pimpinellifolium sometidas a restriccion hidrica.

Analizar la situacion filogenética de la poblacion de Pantanos de Villa dentro de la

especie S. pimpinellifolium.
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IX. Anexos

Preparacion de medio MS

Soluciones madre:

Anexo 1

Macronutrientes Micronutrientes (1L, 100 X)

NH2NOs (10 X) 16.5 g/L H3BOs 0.62¢

KNOs (10 X) 19 g/L Kl 0.083 ¢

CaCl2.2H20 (100 |44 g/L MnSOa4.H20 2.23¢0

X)

MgSOa (100 X) 18 g/L ZnS04.7H20 0.86 g

KH2PO4 (100 X) 17 g/L NazMbQ04.2H20 0.025 g
CuS04.5H20 0.0025 g
CoCl2.6H20 0.0025 g

Solucién de Fe-EDTA (0.5 L, 100X)

FeS04.7H20 14¢

Na2.EDTA.2H20 1.8¢

Disolver cada sal por separado en 200 mL de H20. Calentar ambas soluciones y afiadir
lentamente la de EDTA a la de FeSOa4 con ayuda de un agitador magnético. Completar el
volumen a 0.5 L con H20.

Vitaminas Conservar  las soluciones
Tiamina (1000 X) 10 mg/10 mL madre a 4°C, con
Acidonicotinico (1000 X) 100 mg/10 mL excepcion de las vitaminas
Piridoxina (1000X) 10 mg/10 mL que deben ser almacenadas
Mio-inositol (10000 X) 10 mg/10 mL a-10°C.

Para “A” L de medio MS 0.5 X (germinacion):
Donde A = 1L 500 mL 250 mL 125 mL 100 mL
NHsNO3 (10 X) 50 mL 25 mL 125mL  6.25mL  5mL
KNOs (10 X) 50 mL 25 mL 12.5mL 6.25mL  5mL
CaCl2.2H20 (100 X) 5mL 2.5mL 1.25mL  0.625mL 0.5mL
MgSOa4 (100 X) 5mL 2.5mL 1.25 mL 0.625mL 0.5mL
KH2PO4 (100 X) 5mL 2.5mL 1.25mL  0.625mL 0.5mL
Micronutrientes (100X) 5 mL 2.5mL 1.25 mL 0.625mL 0.5mL
Fe-EDTA (100X) 5mL 2.5mL 1.25mL  0.625mL 0.5mL
Bencilaminopurina 1mL 0.5mL 0.25 mL 0.125mL 0.1 mL
(BAP) (después de
autoclavar)
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Autoclavar medio y dejar enfriar hasta 60°C. Recordar siempre que la hormona debe
afiadirse luego de que la solucidn esté tibia o fria.

En ensayos preliminares se identificaron las condiciones para una germinacion optima
utilizando la poblacion de Morante. Para ello, se determiné el porcentaje de germinacion
para diferentes condiciones de germinacion como se observa a continuacion:

Condiciones Porcentaje de germinacion
(%)

Agitacion y sellado 95

Agitacion y no sellado 55

Sin agitacion y sellado 35

Sin agitacion y no sellado 5

De izquierda a derecha: con agitacion y con sellado, con agitacion y
sin sellado, sin agitacion y con sellado, sin agitacion y sin sellado. El
grupo que presentd la mayor germinacion fue el que se mantuvo en
agitacion y en el que las tapas fueron selladas.

A partir de estos resultados se considerd utilizar la condicion de agitacién y sellado.
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Anexo 2

Preparacion del medio PEG (-0.5 MPA potencial hidrico)

Para placas regulares 50 mL (100 mm de diametro):
20 mL de medio sdlido (agar)
30 mL del “overlay” (PEG o control)

Procedimiento:

1. Preparar solucion madre MS 0.5X:

50 mL (1 placa)

NHsNOs 10X 2.5mL
KNOs3 100X 0.25 mL
CaCl2.2H20 100X 0.25 mL
MgSOa 100X 0.25 mL
KH2POu4 100X 0.25 mL
micronutriente 100X 0.25 mL
Solucién de 100X 0.25 mL
Fe-EDTA

Tampon MES 0.21¢g

Una vez afiadidos todos los componentes, incluido el tampdn MES, colocar la mitad del
volumen y afiadir NaOH (1N) para llevar a pH 6. Luego completar el volumen total.

2. Separar en 3 fases:

Frascol (medio solido 15g/L de agar) (1) 20 mL +0.33 g de agar

Frasco2 (“overlay”+PEG 250g/L) (2) 30 mL +7.5 g de PEG
Frasco3 (overlay control) 30 mL

(1) El agar debe ser afadido antes de autoclavar.

(2) Se autoclavan los 3 frascos. Se deja solidificar la solucion con agar y mientras
tanto se aflade PEG en el frasco que corresponda para ser agitado

(3) El PEG se debe afiadir luego de autoclavar y en la cdmara de flujo horizontal.
Previamente se debe colocar en el frasco una pastilla magnética pues el PEG se
afiade en agitacion.

(4) Una vez solido el agar en las placas (30 min), se afiade 30 mL del “overlay” PEG o
control.

(5) Dejar equilibrando hasta el dia siguiente a temperatura ambiente.

(6) Antes de usar, eliminar el sobrenadante cuidando que no se salga la parte solida.
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Anexo 3

Extracciéon de ARN

1. Homogenizado:
- Pulverizar las muestras en nitrogeno liquido
- Inmediatamente homogenizar el pulverizado con TriReagent (1 mL por 50-100 mg)
- Poner en hielo
2. Fase de separacion:
- Agregar 200 mL de cloroformo por cada mL de TRI Reagent® empleado
- Incubar 5-10 minutos en hielo
- Centrifugar a12 000 g por 15 min a 4°C
- Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo
3. Precipitacion:
- Agregar 500 pL de isopropanol (o volumen igual al transferido)
- Dejar 1 hora a +20°C u overnight
- Centrifugar a 12000 g por 10 minutos a 4°C
- Eliminar el sobrenadante
- Agregar 1 mL de etanol al 75%
4. Lavado del “pellet”:
- Centrifugar a 7500 g por 5 minutos a 4°C
- Secar el “pellet” por 10 minutos
- Agregar agua miliQ autoclavada
- Guardar a-20°C
Control de calidad de ARN
Para determinar la calidad de ARN de realizé una corrida de electroforesis de agarosa al
1 % por 40 min a 90 V. Se consider6 una muestra de buena calidad aquella que presenta
la distincion de dos bandas 18 Sy 28 S.

Figura 7. Gel de agarosa 1% de
muestras de RNA. |: 5 plantulas
(0.6 g), Il: 0.3 g de hojas
maduras, lll: 0.5 g de hojas
maduras, IV: 5 plantulas (0.6 g)

Concentracion de ARN

Las concentraciones de las muestras fueron obtenidas mediante el espectrofotometro a
260 nm. A partir de estos valores se tomaron diferentes volumenes para la
retrotranscripcion de tal forma que todas las muestras posean 1 ug de ARN.

Pagina 65



Anexo 4

Ensayo RT-PCR
Sintesis de cCADN:

1. Enun tubo de 0.2 mL, se combina lo siguiente con la muestra de ARN y se ajusta a

un volumen de 6 pL:

Componentes Volumen
Cebador Oligo(dT)20 0.5 uL
ARN (1 pg) X pL

10 MMdNTP 1 ul
Agua tratada con 2.5uL
dietilpirocarbonato (Agua DEPC)

Total 6 uL

2. Desnaturalizar el ARN vy el cebador incubando por 5 min a 65°C y colocar a 4°C por

5 min.

3. Preparar el master mix en hielo y agitar en vortex.

Componentes 1 reaccion
Tampdén5X cADN 2 ulL
DTT 0.5 uL
Rnase OUT 0.5 uL
DEPC 0.5 uL
Thermoscript RT 0.5 uL
Total 4 uL

No ok

Almacenar a -80°C.

PCR con Tag ADN polimerasa:

Componentes 1 reaccion
Tampon 10X PCR Minus Mg 2.5 uL
50 mM MgCl2 2.5 ulL
10 mM dNTP Mix 0.5 ne
10 uM cebador “forward” 0.5 ulL
10 uM cebador “reverse” 0.5 uL
Platinum® Tag DNA 0.2 ulL
polymerase (5 U/uL)

cADN 2 uL
Agua DEPC Hasta25 puL
VVolumen final 25 ulL

Colocar 8 pL de master mix en cada tubo de reaccion y mantener en hielo.
Colocar la muestra e incubar por 50 min a 50°C.
Terminar la reaccion incubando por 5 min a 85°C.

Ciclos

94 °C x5 min

94 °C x 1 min
56 °C x 1 min 35 ciclos
72°C x 1 min

72°C X 7 min
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Control negativo de RT-PCR

M1 M2 CN1-M1  CN1-M2 CN2

1: UBI, 2: CBF1, 3: CRTLDb, 4: SIERF1. M1: muestra 1, M2: muestra 2, CN1: control
negativo de la retrotranscriptasa, CN2: control negativo del PCR (sin muestra)
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Anexo 5

Para determinar el tamafio esperado de los productos de amplificacion a partir de los
CADNs derivados de los ARN mensajeros de S. pimpinellifolium, se utiliz6 como
herramienta http://plants.ensembl.org/index.html para ubicar primero los exones e intrones
de los genes de interés en el genoma de S. lycopersicum y el enlace http://insilico.ehu.es/
permitié realizar una PCR in silico. Luego, para determinar que estos cebadores anclarian
de forma correcta en S. pimpinellifolium, se realizo la busqueda de los genes de esta especie
en http://solgenomics.net/. Los resultados que se obtuvieron fueron los siguientes:

o o Regiones de
Tamafio N° de exones e s .
Genes Cebadores . amplificacion Referencia
(pb) (S. lycopersicum) ]
(S. lycopersicum)

UBI Ambos cebadores |Yafiez, M. et al., 2009
Forward |GAAGAAGAAGACCTACACCAAGCC 123 1 estan dentro del (Trabajo realizado en S.
Reverse |CACTCCTTACGAAGCCTCTGAAC exonl lycopersicum, 5. chilensis

y S. peruviana)
SIERF1 Ambos cebadores |Lu, C. etal., 2011
Forward |GTTAGGCACTTTTGAGACAGCAGA 122 1 estan dentro del (Trabajo realizado en S.
Reverse |AAGATGTTTGTGGCATGTTTGG exonl lycopersicum)
CRTLb Ambos cebadores | Disefiado en este estudio
Forward |GGCACAAGTGGAGGAACATC 182 1 estan dentro del
Reverse |GACGAGCTACAAGGGAGGTT exonl
CBF1 Ambos cebadores | Weiss J y Egea-Cortines,
Forward |TCCGATATACAGGGGAATCA 193 1 estan dentro del 2009
Reverse |CCTCCAAGCAGAATCAGAGA exonl (Trabajo realizado en S.

lycopersicum)

Secuencias de los genes en S. lycopersicum:

En rojo se sefialan los exones

En amarillo la posicion de los cebadores

>UBI

CGAAATGTGACACCCGATCCATATTCTATCATGGTACCGGAACGTGGCACCCGATCTATATACTATCCTGGTG
TCGAAACGTGACACTCCGATCCTCATTCTATCCTGGTGTCGGAACGTGACACCCGATCCATATTCTATCCTGG
TACCGGAATGTGGCACCTGATCCGTATACTATCCTGGTGTCGGAACGTGACACCCGATCCACATACTATCCTG
TGTTGGAATGTGACACTCAGATCCTCATTCTATCCTACTACCGGAACGTGGCACCCGATCCCCTAATCTCACT
ACTTTCGTCATCAAGCCTTCTTTTATACTAAGGCATCATCATTAACAAAGTAGATTAGGGTTTCTTTTTCAAG
ATTTAGAATTCCATAGCTTCATCATGCTTATCTCATCACAATTATATAATCACAACATGCAAATACACAATTA
AGCATATAGAAGGGTTTACAACACTACCCAATACATATCATTCGCTATTAAGAGTTTACTACGAATAATGTAA
AAAAATCATAACCTACCTCCACCGAAGAATTTTGATTAAGCAAGCAATTTCCCAAAGCTTTGTTCTCTTCTTT
CTCTTGATCGTACGTTTCTCCCTCTCTTTATGTTCTTTTCTTTTTCTTATTCAAACCCTCTTTCTTTTACCCT
AATTAGCATATAATTTATCAACAAAAGAAACCCTAGAAGCCGCAGTGCCACTGATTTCTCTCCTCCAGACGAA
GATGCAGATCTTCGTGAAAACCCTAACGGGGAAGACGATCACCCTAGAGGTTGAGTCTTCCGACACCATCGAC
AATGTGAAAGCCAAGATCCAGGACAAGGAAGGGATTCCCCCAGACCAGCAGCGTTTGATTTTCGCCGGAAAGC
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AGCTTGAGGATGGTCGTACTCTTGCCGACTACAACATCCAGAAGGAGTCCACTCTCCATCTCGTGCTCCGTCT
CCGTGGTGGTGCTAAGAAGAGGAAGAAGAAGACCTACACCAAGCCAAAGAAGATCAAGCACAAGAAGAAGAAG
GTTAAGCTCACTGTGTTGCAGTTCTATAAGGTTGATGACACTGGAAAGGTTCAGAGGCTTCGTAAGGAGTGCC
CTAATGCTGAGTGCGGTGCTGGAACTTTTATGGCTAACCATTTTGACCGTCACTACTGTGGTAAGTGTGGGCT
CACCTACGTTTACAACAAGGCTGGAGGCGATTGATTTTAATGCTTAGCAATGCTCTATCAGATTTTCTTTTTG
TCGAATGAACGGTAATTTAGAGTTTTTTTTTTGCTATATGGATTTTCGATTTTGATGTATGTGACAACCCTTG
GGATTGTTGATTTATTTCAAAACTAAGAGTTTTTGGCTTAAAAAATAAAATAAAATTAGCATATAATTAAGTA
TAAAAGATGGCAATAATAACCCACTAATTAACTCAAGGTTACCTCTTTTAACCCCCAAGTAGTTAGACTTATT
AACATTAACCTACTAACTTTATAATTAAAGCAGGAATAGTCCAAAACGCCCCTTAAAATAATTATAGAAATCC
GACCTCGCTTGGGATTACGCAGCCTGTGACGGGCCGTTTTGCCTGCGACGGTCCGTCCTGCTGCTCCGTCACA
GAGTTCAGAGACTAAAATTTACTGAAGAATCTGTGACGACCCGTCACGCCTGTGATGGTCCGTCCTGCCATTC
TGTCAAGAAGTTCAGAGAGTCGATTTCAGGATCCATTTTTTAGAATTTCTAAGTGTTTTGAAACGAGACCCCT
CGAAGGTCCGTCGTGCCCATGACGGTCCGTCGCGGGTTCCGTCATCTCAGCCTGTTTTTCAAGAAATAAAATC
TGCTGCTCATAACGACTAAACAGGTCGTTACAATTAGTTGGTAATAGTTTGAGAAATTATCGAATAAAAACAA
ACTAAATTCAATTTGTGACACAAAAGTTTAAAATATAAAAATGGTTTTTCACGAGTT

>CBF1

AAAGAAAAAACATACTTTTTTCTAGGAAAAAAAAACGCTTTTGGCCTTCCAATGAATCCAATTCTAATTCAAT
CTTAACAAATTTAGGGTATAATCAGAAAAAAAAATATTTTTTCTTAATTTATTAAAAGTGACCAGTAAAAATG
GAAATTAGATTAGAAAATATTTGTCGAATAAATAGAGACGAAGAGAGTTTAAAAAAGAAGTTGATGAATGCTG
ACCTTTTCCTTTGACAACTATTGGTTCAATGAATCTCCAAAGATTTATCTCTCAATTTTAAAAAATTGGTGAT
GACGAGATAGATGGTATAAAATAGATGCAACAAGAATAATTTTTTTTATTTTTTTTAATGTTATCATATTGAA
ATGACAAAGATTGGTCAGTATATATTCCAAAAAGGAAGTAAAGAGGAAAAGTTTTACAAGTCACAAGTTGCCA
CACGAGTTGTACGCAAATCCACTTGTCCCATAAAACAAAACAGCTGGGCTTACGCTTTTATAATCCAGCCTGT
ATCCTTTAATTATCACTCCGTGTTCTCTTCTCCTTTCACTATCATACTCTACTTTCCACTATAAATATATGTA
ACCAACACATAACACTTCTTTAACTCAACAATTATACAAATACTTTCTATTTTTAGCTCTCAACAACAATGAA
TATCTTTGAAACCTATTATTCAGACTCGTTAATTTTAACCGAATCATCTTCTTCTTCATCGTCATCGTCGTTT
TCTGAAGAGGAAGTTATTTTAGCTTCGAATAACCCGAAAAAGCCAGCTGGCAGGAAGAAGTTTCGAGAAACAC
GGCATCCGATATACAGGGGAATCAGGAAGAGGAATTCAGGAAAATGGGTTTGTGAAGTCAGAGAACCAAATAA
GAAGACAAGGATTTGGCTTGGTACTTTTCCTACGGCTGAAATGGCGGCTAGAGCTCATGACGTGGCGGCTTTA
GCATTAAGAGGCCGTTCTGCTTGTTTGAATTTCTCTGATTCTGCTTGGAGGCTGCCTATCCCTGCTTCCTCCA
ACTCTAAAGATATTCAAAAGGCGGCCGCTCAGGCCGTCGAAATCTTCCGATCGGAAGAAGTTTCAGGAGAATC
TCCTGAAACGTCAGAAAATGTGCAAGAGAGTAGTGACTTCGTGGATGAGGAGGCGATCTTTTTCATGCCAGGA
TTACTTGCAAATATGGCAGAAGGACTTATGCTACCTCCACCTCAATGTGCAGAAATGGGAGATCATTGTGTGG
AAACTGATGCCTACATGATAACTTTATGGAATTATTCTATCTAAAATAGTAGTACAATTTATCAAATTACTAG
GATTTAGAAGATTTTGTTAGTTTTTGGTATTCAGTATTTAGATACTAAGAATGTATATTATTAGTATTTTTAT
TTTGGCCAAATACATGAACATGAACAGAAACTTGTTGGGTTTTTTTACTCAGGTACCTCAACTACATCATTTT
TCTATTGATTATTGAACTACACATAATTTGTTTCTTTAAAACACTGTTGGTTGATTTTGATCGACTTTTTTAT
TATAAATGTCTTCAATAATGTTCGAATTGTAATAATTTTGATTAAATGAATGAAGACAAACCGTGTTAATCTT
AATTGTTTTCTAATGTGTTCAAATGACTTAAGTAAAACACAATTATTCTTGAACATTTTCACTATCAATTGGA
TTAATGAGTTGTGGAACAACATATCTATTCTCTATCAATAATCTTCACAAATCTGGTTCCACATCAGACAACA
GTGTTTGTTTAAACAGAACAAATTATGGGGATTCAATGGTTCAATAGGAAAATGACGTAGTAAAGGAATCTGA
AAATAAAAAAATCGAACAAATTTAGGGATCTGCTTATTGTACCGAACCATGTAGGTAGATAGTAGTGCCACCA
AATAATGACACGTGTCAATGGGATGACTTGGTTTTGGCAGTAGTGAGAAGTAAAGATTAGCGTTGCAAATTTC
AAGCCGTCATATTTGAATAAATGAAGTGTGGAGTGATATGACAATGTTCAATATTTTTTGCCATTCCGAGTAT
TGAAGAATTACAATTTCTAACTTATTTTTCGTAATTACTGAGTATCTAAATGT

>CRTLb

GATAGAAACTTTTTTTTTTTTCAATTCAAAGGCCATACTCATGTTCACCACAAGCATATCCTTTACCAGGACC
AGAATTTAGCTGTAAATTTTTATAACAACAAAAGGAAGAGATTTCTTGATGTGACCTAGGTGTCTTCATGATT
ATTAGATAAACTATTGGTTCTAGTTTGATGTTCAGAATTGAAAAATTAGGGAACTTCTGTTTGTAAGTTCAAG
AAACCTTTGAACCCTTGTTTGAAAATATGGATACATTGTTGAAAACCCCAAATAAGCTTGAATTTCTACAACC
CTTTCATGGATTTGCTGTTAAAGGTAGCTCCTTTAGCTCTGTAAAGCCTCTGAAGCTTGGTTTTAGAAAATTT
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TGTGAGAATTGGGGAAGAGGGGTTTGTGTTAAAGCTAGGAGTAGTACTCTTTTGGAGCTTGTACCTGAGATAA
AGAAGGAAAATCTTGATTTTGAGCTTCCTATGTATGACCCTTCAAAAGGGCTTGTTGTAGATCTAGCTGTGGT
TGGTGGTGGACCTGCTGGGCTTGCTGTTGCACAGCAGGTTTCGGAGGCTGGGTTATCGGTTTGCTCGATTGAC
CCGTCCCCTAAATTGATATGGCCTAACAACTATGGTGTTTGGGTGGATGAATTTGAGGCCATGGATTTGTTGG
ATTGCCTTGATGCGACATGGTCAGGTGCTGTTGTTTATGTCGATGATGATAAAACTAAGAATCTTGATAGACC
TTATGGAAGGGTTAATAGGAAACAGCTTAAGTCGAAAATGATGCAGAAATGCATACTAAATGGTGTTAAATTT
CACCAAGCAAAAGTTATAAAGGTAATTCATGAGGAAGCTAAATCTATGCTGATTTGCAGTGATGGTGTGACTA
TTCAGGCAACAGTGGTTCTTGATGCGACGGGATTCTCTAGATGTCTTGTTCAGTATGATAAGCCATATAATCC
TGGGTATCAAGTCGCTTATGGCATATTGGCACAAGTGGAGGAACATCCCTTCGATACAAGTAAGATGCTTTTT
ATGGATTGGCGAGATTCCCATCTTAATAACAATGTGAAGCTGAAAGAGAGGAACAGAAAAGTTCCAACTTTTC
TCTATGCCATGCCATTTTCATCAAACAGAATATTTCTTGAAGAAACCTCCCTTGTAGCTCGTCCTGGATTACG
TATGGATGATATACAAGAACGAATGGTGGCTCGTTTGAGTCACTTGGGTATAAAAGTTACGAGCATTGAAGAA
GATGAGCAGTGTGTGATCCCAATGGGAGGCCCCCTTCCAGTAATACCTCAGAGGGTAGTTGGAATTGGTGGTA
CTGCTGGTATGGTTCATCCTTCTACGGGTTATATGGTAGCAAGGACACTAGCTGCAGCTCCTGTCGTTGCTAA
TGCAATAGTTCAGTACCTTGGTTCTGATAAGGACCATCTAGGTAATGAGTTATCGGCATCTGTTTGGAAAGAT
TTGTGGCCCATAGAAAGGAGACGTCAAAGAGAATTCTTTTGCTTTGGTATGGATATTCTTCTGAAGCTTGATT
TATCCGCTACAAGAAGGTTTTTCGATGCCTTTTTTGATCTAGAACCTCGTTATTGGCATGGTTTCTTGTCATC
TCGGCTGTTTCTTCCTGAACTCATGTTTTTCGGTCTATCCCTTTTCTCTCATGCTTCAAATACTTCTAGATTA
GAGATAATGACCAAAGGAACTTTTCCTTTGGTTACTATGATTAACAATTTGTTAAAGGATACAGAATGACTTA
TCAAGGATCTTGTTCAATAGTACATCACATATATGTTAATATACTGCTCATTTTGTTTGCCAATTTACTTTGT
ATTGTGTTTTCTTCCCTTTTCA

>ERF
TACTTTTTTGCGAACACACACACTTCAATTAACTACATTTGTAAGATTGTCAATATTATGGCTAGGGCACAAC
AAAGATATCGAGGAGTTCGACAGAGACATTGGGGTTCTTGGGTCTCCGAAATTCGCCATCCATTGTTGAAGAC
AAGAATTTGGTTAGGCACTTTTGAGACAGCAGAAGATGCAGCAAGAGCATATGATGAAGCAGCAAGGCTAATG
TGTGGTCCAAGAGCTAGAACTAATTTCCCATACAACCCAAACATGCCACAAACATCTTCCTCTAAGCTACTCT
CAACTACATTAACAGCCAAGTTACACAAATGCTACATGGCTTCACTTCAAATGACCAAAACCTCACCACAAGG
ACAAAAATTAGCAAAAAATGCAACCAATGTTCAAGAAAGTGTTATTAATTCCTATAAAATGAAACAACAAATG
TTGGTACCAAAGCCATCAGTACTATTGACTCATCATGATCATCATGAGGAAGCTAAAGTAGTCAACTTGGGAG
TGGGAGTAATTAGGAAAGTTGAAGATCAAGTACTTGAGGGTATACCACAATTTGTCAAGCCACTTGAAGATGA
TCACATTGAACAAATGATTGAAGAATTGTTGGATTATGGATCCATTGAGCTTTGCTCTAATGTTGTTCCTTCT
CACCAAATCCAGTGAGCTTGCTCGTAAATCGACTATTGCCTAATACTTGCTACATTTGATCAGTGCAGGTATT
AGATAACTCTTCTACTGATGTTCTCTCTCAGTAATTGTCTCTTTTTGGGTCCTACATTGTTCTGTACTAGAAA
GATACTCATTTTGCTAATTTAACCCCATTTGTATAGCCGTTCCCGATTTGTTTGGGACTGAAGCTTAGTTATT
GTTGTATTAAGTCTTTTAAGTAGTCTCCCTCTGTTTAAAATCTATGTATCGTTAGTAGGTCTAGGCATTTTCT
CTTTTTGGTTCCTAGAGTTTTTACTCTAAGAGAACCTTCTACTAGTTGTAAAATTCCATTATAATATAATCTT
TTCTCTCTTTTAAAAAAAA

Secuencias de los genes en S. pimpinellifolium:

>UBI

GCTAAGAAGAGGAAGAAGAAGACCTACACCAAGCCAAAGAAGATCAAGCACAAGAAGAAGAAGGTTAAGC
TCGCTGTGTTGCAGTTCTATAAGGTTGATGACACTGGAAAGGTTCAGAGGCTTCGTAAGGAGTGCCCTAATGC
TGAGTGCGGTGCTGGAACTTTTATGGCTAACCATTTTGACCGTCACTACTGTGGTAAGTGTGGGCTCACCTAC
GTTTACAACAAGGCTGGAGGCGATTGATTTTAATGTTTAGCAATGCTCTATCAGATTTTCTTTTTGTCGAATG
AACGGT

>CBF1
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TTCTGACGAGGAAGTTATTTTAGCTTCAAATAATCCGAAGAAGCCAGCTGGCAGAAAGAAGTTTCGAGAAAC
TCGACATCCAGTGTACAGGGGAGTGAGGAAGAGGAATTCTGGAAAATGGGTTTGTGAAGTCAGAGAACCAAA
TAAGAAGACGAGGATTTGGCTTGGTACTTTTCCTACGGTTTGTGAAGTCAGAGAACCAAATAAGAAGACGAG
GATTTGGCTTGGTACTTTTCCTACTGCTGAAATGGCGGCTAGAGCTCATGATGTGGCGGCTATAGCATTAAG
AGGACGTTCAGCTTGTTTGAATTTTGCTGACTCTGCTTGGAGGCTGCCTACT

>CRTLDb

GAGTAGTACTCTTTTGGAGCTTGTACCTGAGATAAAGAAGGAAAATATTGATTTTGAGCTTCCTATGTATGAC
CCTTCAAAAGGGCTTGTTGTAGATCTAGCTGTGGTTGGTGGTGGACCTGCTGGGCTTGCTGTTGCACAGCAGG
TTTCGGAGGCTGGGTTATCGGTTTGCTCGATTGACCCGTCCCCTAAATTGATATGGCCTAACAACTATGGTGT
TTGGGTGGATGAATTTGAGGCCATGGATTTGTTGGATTGCCTTGATGCGACATGGTCAGGTGCTGTTGTTTAT
GTCGATGATGATAAAACTAAGAATCTTGATAGACCTTATGGAAGGGTTAATAGGAAACAGCTTAAGTCGAAAA
TGATGCAGAAATGCATACTAAATGGTGTTAAATTTCACCAAGCAAAAGTTATAAAGGTAATTCATGAGGAAGC
TAAATCTATGCTGATTTGCAGTGATGGTGTGACTATTCAGGCAACAGTGGTTCTTGATGCGACGGGATTCTCT
AGATGTCTTGTTCAGTATGATAAGCCATATAATCCTGGGTATCAAGTCGCTTATGGCATATTGGCACAAGTGG
AGGAACATCCCTTCGATACAAGTAAGATGCTTTTTATGGATTGGCGAGATTCCCATCTTAATAACAATATGAA
GCTGAAAGAGAGGAACAGAAAAGTTCCAACTTTTCTCTATGCCATGCCATTTTCATCAAACAGAATATTTCTT
GAAGAAACCTCCCTTGTAGCTCGTCCTGGATTACGTATGGATGATATACAAGAACGAATGGTGGCTCGTTTGA
GTCACTTGGGTATAAAAGTTACGAGCATTGAAGAAGATGAGCAGTGTGTGATCCCAATGGGAGGCCCCCTTCC
AGTAATACCTCAGAGGGTAGTTGGAATTGGTGGTACTGCTGGTATGGTTCATCCTTCTACGGGTTATATGGTA
GCAAGGACACTAGCTGCAGCTCCTGTCGTTGCTAATGCAGTAGTTCAGTACCTTGGTTCTGATAAGGACCATC
TAGGTAATGAGTTATCGGCATCTGTTTGGAAAGATTTGTGGCCCATAGAAAGGAGACGTCAAAGAGAATTCTT
TTGCTTTGGTATGGATATTCTTCTGAAGCTTGATTTATCCGCTACAAGAAGGTTTTTCGATGCCTTTTTTGAT
CTAGAACCTCGTTATTGGCATGGTTTCTTGTCATCTCGGCTGTTTCTTCCTGAACTCATGTTTTTCGGTCTAT
CCCTTTTCTCTCATGCTTCAAATACTTCTAGATTAGAGATAATGACCAAAGGAACTTTTCCTTTGGTTACTAT
GATTAACAATTTGTTAAAGGATACAGAATGACTTATCAAGGATCTTGTTCAATAGTACATCACATATATGTTA
ATATACTGCTCATTTTGTTTGCCATTTTACTTTGTATTGTGTTTTCTTCCCTTTTCACCAAGCTTGTAGCCAT
TAACAAGGGGGACAACGAACACTGATTTAGTTGGTCCAAC

>ERF

TAATAATAATAATAATAATAATGGGTGTGAACCAAAGGAATGAGGTTAGGGACACAATCACACAAAGTATCAT
TTACATGTTTGATGTAGGATTCTTTTGTATTTAAATTATCCAAAAATTAAATTGATGTCATCCAAAGAACACC
ACATATAGAGATGACTAAGGTTTAATAAGCATAAAATAGAAGTTAGCACATGTGGGAGAAACACTAAAGCATG
TTGTGTCCCAATGACCAAAACAATTTAAAAGAATCACTAAACTAATTAACAACTACACATGTATGTATATGTA
CCAACAATTTATAAATAGTGGGGTATAGCTTGCGGAGTACACTAATATCATATTCATTTGAATTTAATATTTT
TTATATAAAAAATAAATTTATATATAAAAATATACGACAATTACAACATAAAATAAATTTAAAATTAAATTCA
TTAAATTTAAATTTTGAACCCGCTTTTATTATCCAATCCCAAGAGCATGTAATTGCAAATTATGAGACATTGC
ACATTAATTTGTGTCTTTCTCCTGGTACCCTGGCATATGACACTTTCTTTTTCTCTTTAAATTCAAGAACCCA
ATGATGGGAGCAATGTGCTTTTCGATTTAAATAAATCATGTCCAAACAAAAATCTTCATTACTTGGAACATGC
ATTGAGGTAACCTCCACATTCAAATTTACCAAATTATTTTATAAAATTATTTATTAAATTGAACCCATTTAAT
TTATATAAAACATGTTAAGAAATTTCAAATGGGAATTTTAAAAATATATAGTTTTTTGAAAATATTTACATCG
CGTTATTCAATATACAATTGTATAAAGCGTAATTTTTTCATTGAATCTATATGTAGTGTCAATACCGCACTAG
TCCTAATTACTAGGTGTAAATTGCTCTACATGACGAGAAATTTTAAAAAACTAGTTACATATGAACAACTTCA
ATTTTTTTAAAAACTAATTCGATATCAACTGAGTGATCTGACGGTACAAAATATTTTTAAGTGCGCGTATATA
TAACTTTAACTTTTTTATATTTAGAAATGATTTAATTTTAAGATTTTTATTTTTCCCTCACATAAAATGGAAG
AAAGGAGTTTATGCAATTTATTATATTATAGATGAAAAGAGTAGAACACCAAATGTTTTTTTTACGCCTTTAT
TTTCGGTCAAACTCTTAACGTTTTGATGTAACTGTGAATCATGGCCTCACACATTGATCTCACATCGTCCTAT
TTGAATAATCATTAAGTTCAAATATTAATTAATATCATGGTTAATCATATCATACTTGTGTGATAGCCGTTAA
AAGATCATAAATAAAATAAATACTTTGGACTAAATGTCAAATATATACTGTTGTTACATTTTGGGTATGAATC
ATATAAATTCATTCTTATTTAATTGTTCATAAATCACATAGCTCAATGCGATAAGTTCAATTGAGAATTGAGA
CTCTTATATAATACTCACTTATTAATCTACCTTACTTTATCCATAGATTTTTTAAAAAAGAATCATTTGCTCA
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AAATGTTGTATATTTATGTTTAAGGGCTAATAATTCCATATAGATAATTGATCTCATATAATAGTAAACAAGA
TTTGGTTAAATGATTCAAATCTAATCAATAATTATGATGGTCTAAGATCATTATTCTGTGTGTCTTGTCCATA
CCTTGGACTCACTAATAATGTCTCATATAAGCTGCAATAATAATAATCATGATGTCCCTTAATTATTTTCCCT
CTAATATATTTTAATTTCATTTTACAATCATAGGTTAATTAAGATTGAGATTATTATGGAACAAAAAGTATTA
TAATAATCATGGGGACTGCATCTGGTCACCCTTTTTGAAAACCCAATTTGTTACTATCACACATTTTAATTCT
TTAATCATTAATATCTATAATAATACGCTTTTATTGTAACTGATAAAGTTGATGTCACATGACCAATTATCTC
AATACAGGATACGATTGCGTACATTATACCCTTATGATCCGATATCGAAAACTTATTGAGTGTTCTTTTTAAT
CAATTATGTCAATTCCAATTAGCCAACTGGTAACTACTAATGATTAAAAAATAACCTTTGTAGGGTCCTTTTG
CTTAATTTGGTTGACAGACAAAAAAAGCCTGGATTGGGAAAAAATAGCAATTTCACTATGAATGTTATCTCAA
TAAATCCCAACTACATAAACCCCTCATACCTTCACACTTAACTAAATCTCCTTCCTCAACCAATTTCATTTTC
TATCTCATTCAGGCATTTCAACAAACACTTTTTTGCGAACACACACACTTCAATTAACTACATTTGTAAGATT
GTCAATATTATGGCTAGGGCACAACAAAGATATCGAGGAGTTCGACAGAGACATTGGGGTTCTTGGGTCTCCG
AAATTCGCCATCCATTGTTGTAAGTCATATTCTATATTGAGATATGGTATCGTATGGCACTGTGATCATACAT
ATTATGAAATATATTAATATTAGGTCATTGCAGAAATCATAAACTTTAAATTCTGAATATCTGTCTTTGCCTC
TGCTATTAGTGTAACTTGACCTTGATGTGACATGTTGTCTACCTTTACTTTCAAATGACTAGTTCTATGAACA
ATTATGCGTAGTTTTCTTTTAGGTGATCTGATCACGTGACTTTCTGTGAATTGAAATCATTCATATTTGTGAC
AATCCAACTTAAGTAAGATATTGAGTATATAAGTAAGCAGACCTTACAAACTAGTGACGGACAATATTACTAG
TGGACTGGGCCGTTACAATATCCTTATCCTAGGCATAGCTCTGTCTCAAAGTTGTTGAGTAAGTAGTAAATGT
CTCTGTTTTGATTTTAGGAAGACAAGAATTTGGTTAGGCACTTTTGAGACAGCAGAAGATGCAGCAAGAGCAT
ATGATGAAGCAGCAAGGCTAATGTGTGGTCCAAGAGCTAGAACTAATTTCCCATACAACCCAAACATGCCACA
AACATCTTCCTCTAAGCTACTCTCAACTACATTAACAGCCAAGTTACACAAATGCTACATGGCTTCACTTCAA
ATGACCAAAACCTCACCACAAGGACAAAAATTAGCAAAAAATGCAACCAATGTTCAAGAAAGTGTTATTAATT
CCTATAAAATGAAACAACAAATGTTGGTACCAAAGCCATCAGTACTATTGACTCATCATGATCATCATGAGGA
AGCTAAAGTAGTCAACTTGGGAGTGGGAGTAATTAGGAAAGTTGAAGATCAAGTACTTGAGGGTATACCACAA
TTTGTCAAGCCACTTGAAGATGATCACATTGAACAAATGATTGAAGAATTGTTGGATTATGGATCCATTGAGC
TTTGCTCTAATGTTGTTCCTTCTCACCAAATCCAGTGAGCTTGCTCGTAAATCGACTATTGCCTAATACTTGC
TACATTTGATCAGTGCAGGTATTAGATAACTCTTCTACTGATGTTCTCTCTCAGTAATTGTCTCTTTTCGGGT
CCTACATTGTTCTGTACTAGAAAGATACTCATTTTGCTAATTTAACCCCATTTGTATAGCCGTTCCCGATTTG
TTTGGGACTGAAGCTTAGTTATTGTTGTATTAAGTCTTTTAAGTAGTCTCCCTCTGTTTAAAATCTATGTATC
TTTAGTAGGTCTAGGCATTTTCTCTTTTTGGTTCCTAGAGTTTTTACTCTAAGAGAACCTTCTACTAGTTGTA
AAATTCCATTATAATATAATCTTTTCTCTCTTTTAGAGCTCTTGCCACCATTACTCTATAAGTTCAATGACAT
ATAGCATTTTTATGTAATTACAAATCAAAAGGTAAAATATTACTTGTACAAATTCAATTTTTTTTTAGTTTTC
CATTTTGTATCTGATATTCAAATTGAAACTCGACTAAATTCAGATTCATGTCAAAAATTTTTATAATAAGGGT
GAAATGCATCTTAATCCCCTTTATGCCCAAGACTAAACTGGAGCGTGGACTAAAAGTCCAAATCGGGATGAGC
CTGACTGCAATACAATGTAAGAATATAATACCTAAGTCTAACTCAATCTCAAAAGTGATCATGAAAAGAGGAT
TGTTCAAGTTCAAATAAAGAGACTATCAATTCATTACTCAACTAACTAATGCGAAACTTTTATCCACCGTAAT
ACTAAACAAAAACACAGTATCTACTATCTAGACGAAAAGAAATGAAAAGAAGAAAAAAAGTCTTTTTTCTTAA
ATATTGAACCGCCAATCACGGACGAGTAACGTTAGGCATGCACATGGAAGAAAGACTTTTTTTTTCTCTCTAA
TAAGTTAACGAATAAATTATCAAAGAAAAAAACGCGGTTCTTAGTTCAATAAATTTTATTTTATTTTAATTTT
ATTAAGTGCCATGTACATCTTGCAAGCAATAAATATTGGATATTTGGTTTAATAAATATTGAATATTTGGTTG
CTTCATAGTATCATAGTTTGGTCAAATACTAGAGAGTTTAATTAGTTGGATTAATTTTATTTGTTGTATTAAT
CAAATATGCAATTTATGAGTCTAGGATTTATTAAAAACAATTTATTTATTTGAAATAAATTAAGGTAAAATTT
TTATACGTGGGATTATAATATTGAGTATATTATTGTGGTTAGACTTCTTGTTATAATCAAGCATGTAGTCAAT
GTGACCTAAATTGACAAGTAAAGTGACAATGTCACAATTCAACTTCACATGTCAAAGCATTGTTCATTTTGTC
TTAATAAATTTTATGAATTTTATTATTTAAATTAATAGTTGAACTAGGAATACTAATAAGGACCATGGAAAAA
TTAACAAGATATATTCTTTATTGGAAAAATTAACAAGATACATATTTTATTGAAAAAATTACTTATATACACA
ACTTAAGTTTTCTTATTTTTCATTTTTCTTAGCTTTTTAAAATATTTCAAAACTCCTTTTTTATCTCAATTCT
TATTACTTCTGGATATATAAATGAAACTTACGTTTGCCCACTTCTTTTTAAATTCTTTTTTTCTCTCTCTAAA
TTCTCTCCAAATTGTTAACAGTTATCAAGTTCATTTCAGAACGATTCTCTCTCCAATCAATCAATTTCAAACA
TTTGAATAGATAGGGGGCGTATTCTCCATTGTTCTCTTATTCGAGTTTTTATTTTTGTTCAAAATTTTGTTCC
TGATATATATGAATAAGGGTGCTTCTTATAAGATTGGGGTTACTCGACCAATTTCTTATAAGAATAATTGAAT
ACATAATTCTGACGGTGACAAATAGGCTGAAAACAGATTCAAAATTTTGAACCACACAATAACAATCAAGAAG
AATCAAAATATGTTCATCCTCGAAATTAAATGTTGTCAAAAAAATCCAAAAAAAAAAAGGAAAATAATACCGC
TAATCTCCTGGCTTTCACCGTCCAAAGTATGTATTTTTAGTTTTTTTTCTTCAAATTTTGGTGTTTGATAACC
ATTTGGTATGTTGTATCTGAACACACTGATACATCATTTTATATGTGCTATGGTATATGGGTTATTCGGAGTA
AAAATAATATGTTATTTTACATTACAATGTTCTCATATTTTGTTTGATACCAATCAATTTGTAAAGGGTTGAT
ACATTAAAATTTATGTTCTCATATGTATCAAATTACAAGTTTTATAGGTGATCTTTTGTTAGTTATATTCATA
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ATATTGTATCATATACAATATATTATGTTCATAATATATAATAAAGCCTTTCTGTATTGATTTGATGTTTTTT
GTTCATGTATCATATACAATATAGAATGATCATGTTTCAACGTATTTTATTATGTACAAGTGAATGTTAATTG
TATTCATCTGCTTTAATATTCTAGATCATCAAAGGATTTTCAGTTCCTACTGGATTACCATGATATCTTGTAA
ACGACGTTTACATTTCAATTAACTGTAATGAACAATTTCATTAGATCTTGTGCAACATTGTTGTGGAGATATG
ACACCGACAAAGCCAATGATGGATACGTCAGCGAAAAATGATGATCCACCAAGGCTTAAGGGTCAATCCACAT
TTCCACACCACCACTCGAAGACGATTTGATTTAATAGAATAGTCATTAAGTATATATGCATAAACGATATTTT
TATAGTTTTTATTTTAAGATAATTTCACTTATATTTTAGATTGTTTCTCTAAAACTTATTCATCTTACAATAT
TTAATAATTTCCTAAATTTTTTGTTTTCAATACATGATATTGGTACATTATGTACCACTTTATTCTTAGAGTA
GTAATCGTTTTTTTATCTTCTTCAAATCCCTGACAAATATTGAAGATGTACAATTTTTTAGTCTTGTGTTGAC
ACAACGATTTTTAATTATGAAGATATTAGTTGAGCTAAACATATATCTAAGAACTTCATGATCCTTTAGTAAT
AATAGGTTAATATTGAAAAGTTGAATAAGGACGTCCTTCATCTTTGAAAGCAAGAGGTTGTTAAAACACTCTA
GAAGAGGGATCACAATTTTGCTCGTGCAATTTCTCGATGATCCTTACCTCAATATGTTTTAGATAAATTATAT
ATAGTTCTAGTAAGTATATGATACAAACACTTTGTGGCATGTTCAATGAGTATCATGTTAAATGTTGTATTAG
TAAACATCGTCTTGTCATGTTCATTGAACATTCACATTTAATTTTGTAGCAGTCAAAAAATTTCTTCTGCAAT
ATGTGTATCAAATACATTATATCCAGTTAAATAAGTATCTGATACAACCATATTGTGTCATATTTAATGAGTA
TTATTTTCTATAAGAATTGTACACAAGATTGAAGATATTAACATGTCAATTTATTATATCAGAAATTTATCAT
CTAATAGTAACTTGTAATGTATATTAATATACCAGTGGAAAATTTTAAAATTGAATTGATCTTTAAACTTAAC
TTAATGTATATGAAGCATAACAGTAATCCAAAAAAAGATTTATCAATCATCTTTCGAAAATAAATTACAAGTT
CTTCTATTGCGACCTTCTTGTCCATAATATCCACAACAATTTGTGTTTGTGCTTAGCTTTTCGTGTGAATTTT
CCTCTTTTTCTTGATCGTCTGGGCATCCTTTTGTACCTATGTGGTAAGACAATTTCTTCCAAAATAAATTTTG
AAGCTGACCAATCGTCCTTATCCAACATTTATACCATTGTAACTTAATATGTGTTTGCTAATGCATCTGATTT
TTAGTAATCATAGCAATAGAGATGTATATCTATGTTTTCTAGCTAATAGAGGTCTTCAATTTCCACCAATAAT
TATTCAATAAACAAACTTATATATAGCTGCAATTTTAATGATACATTATAAAAGTTATTGTATCATGTGTCAT
TAAAAAAATAGAGAAGAAAAATTAAATACACATGCTAAATTGGATAATATATACATTAAAAAGGTTTTGCTAA
AATATTAAAAAAAATAAAGAAATTCACATACTAATAATTGTTAAAAGTATAAATTCACAATATATGCGCTTAC
TTTAACTATATGAAGTTGTATTCAATAATTTACATGTATAAAACTACAAGTATATCATTTTGTTAAAAGTATA
AATTCACAACATATGCGCTCACTTTAACTATATGAAGTTGTATTCAGTAATTTACATGTATAAAATTACAAGT
ATATTATTTTTTTCATTAATGTGTGTGTATATATATATATATAAATAAAATTGCATGTATATGATAATTATCT
AAACAACAAAATAACTAACATATATGCGAACCCATTACATGCGACTGTAGTATCTTATCAAATTCTCCATTTC
ATGTCTTATATATCAATATACTAATTTAAAAAAATAATGATTAAAATGAATAATGGATAAATTAAATATTAAA
AGTAATTTAATTATTGATAAATTTAAAATTCAGAAAATCACATGTGCATGATACATTAAATTAAGTATGTACT
AGCTATAATTGTATCAAATCAAGTTATAATTGTATCGATTTTTGTAGTCAGTAAAGTATCACGACATAAGATA
TTTCGTCTAGTTGAAATTTCACATGTATCAAAGAATAATTGTGTGCGCGCAAGACACTTCACCTAGCTGAAAT
TCCCACAATTACATGTTTTTTGTTCAAGGCTAATAATGTATCTTTTTTCAAGAATAAAAATGTATCACGACTT
ATGTATCAAAAAAAAAAAAACTAACACATCTTAAGAACATGACAAAATACTTACTTCAATGCCTGAAGCATTG
AATCATCGCTGTTGCAAATCTATTTTTTCAGACAATACATTACAAACTCTACAGAAAGATGAATAGCCTCCAT
AACTACAAGTTTAATTCGCTCAACTGTGATAATATCAAATAAGTCGCGCATAAAAAAATTCTGCTAATTATAT
TAAATCAATAACCTGCAACTTATGGATAAAGATATATCAAAAGAAAAAAATAAAATTTTTAATATATCTATTA
TTCAATTTAGGCACACAGATATCTTAGACATTGTTTTCACCAACTTCGACACAAATAATTTCACCGAATGTAG
CATCAAAACAACAGATCTATCCAGCCATCTTGTCTGTTGCATCAATAACATATTTGAGATTCACTTCAACTGT
AATGACGGATTAGAGATTCGCAAAAGATATTATTTGTCCAACAACTATTTTATCACTATTGCATCGTTCATTA
CTTTGATCGCACACTCAAATTTTTGAATATCTCAACAAAATTGATATATTAATCTATTTTGAATCTGTTATGA
TTTGGGATAGAAGAAGGAGAAGAAAGTTTGAATTTTGAATTTTCTGAATTTGTTATAGATTAGAATAGATTGA
TATCAATCTGTTTTGTATGATTTGTGAGATCTGTTTTGCGTGATTCTTGGAACTGCTTATTATTTTACGTTTA
GACTCTTTTTTAAACACAACAATCAAGTTGTTTTATATATCAGGCGTTATATATCCAGTTGAATATAATGTAT
CCAAATGCTACAACTTTTTAAGAAATTATTGTAAAATAGAAAGAATAGGGATAAGATGTAATATAAGTTTTAC
ACTATGAGATTTATCTAAGTTATTTTTTTCGGATAATTACAAAAAATTTATTTATTTATTATCATTATCCCCT
ATAAATTTTACAAATCTCCAAAATCCCTCATTTTTCTCTTAAAGTAAAAAATGTCATTAATGCATTCGACCCT
CTTTTTGATGTATCAGTGCATGTATTCACCTTCTTGTTCATGTATCAGCGCTTTGATCTTTTGGCCATTAATG
TATCTGAACCCTCCATTAATGTATCCGACCCTCTTTTAATGTATCAGCGCATGTATATAGGGGTGTGCATCGG
TCGATTCGGTTTATATACTATCGATTTTTGATTTTTAAATATTCTAACCCAATAACAAACCAATAAGATATTC
TTTATCGATTTTCAATTTATCAATTTTTGATCATTATCGGTTCGATTTTCGATTTACCCAATAAGAAAATTTC
CATTAAATATTATATGCCTTCTCACTTCTCTAAATGCTTTGATAGTAAAACAAGAAATATAATGAGAAATTGC
ATCAATAAGAGAAAATATAGTACGAATGCTTTAATTGCATGTTACCACCAAAACATAGTATGTAATTTCTTAT
GTTAATTAAAATACGGACCTTTTCAAACCTACAAATGTTACAACCTACAATTACAAATTTAAACTAAACTAAA
ATAGTTTAACAAGACTAAAATTAAAATCAAATTGCTACAATTGTGCACCTCTTGTTTTAACTTTGTTCCACTC
TGCAAGAACCCCGAATCAGTCTTTTGAAGCTCATCTTTTTTCATCATAAAGGATCCGCTTGCCCCGAAATGAC
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CTAGACCAATAGGGAAATCCCAATTCATTGGGTCTTTCGATACAATCAAATAGAAAGCCCGGAACCAAGACAA
CCTATCTTACTAATAATAAGAAAGGGTTAAGGGCC

Disefio de cebadores CRTLb

SCORE 100. Contig (S.pimpinellifolium) y C (S.lycopersicum)

contig_unspecified_659246@_1_3 GATTTGCAGTGATGGTGTGACTATTCAGGCAACAGTGGTTCTTGATGCGA 1000
c GATTTGCAGTGATGGTGTGACTATTCAGGCAACAGTGGTTCTTGATGCGA 500
ABEBEERABEIREEERRREEREI S » PO,
contig_unspecified_659246@_1_3 CGGGATTCTCTAGATGTCTTGTTCAGTATGATAAGCCATATAATCCTGGG 1950
c CGGGATTCTCTAGATGTCTTGTTCAGTATGATAAGCCATATAATCCTGGG 558
FEORESOSIE APPSR ARSI AR
contig_unspecified_659246@_1_3 TATCAAGTCGCTTATGGCATATTGGCACAAGTGGAGGAACATCCCTTCGA 1100
c TATCAAGTCGCTTATGGCATATTGGCACAAGTGGAGGAACATCCCTTCGA 600
PRSI AN AT ARA
contig_unspecified_6592460_1_3 TACAAGTAAGATGCTTTTTATGGATTGGCGAGATTCCCATCTTAATAACA 1150
c TACAAGTAAGATGCTTTTTATGGATTGGCGAGATTCCCATCTTAATAACA 650
AR AUSSHSSSSIURIIUSIHORTAN SIS SS DA
contig_unspecified_6592460_1_3 ATATGAAGCTGAAAGAGAGGAACAGAAAAGTTCCAACTTTTCTCTATGCC 1200
c ATATGAAGCTGAAAGAGAGGAACAGAAAAGTTCCAACTTTTCTCTATGCC 700
POVPSTAPEOTAAAP AR A ARSI AP
contig_unspecified_659246@_1_3 ATGCCATTTTCATCAAACAGAATATTTCTTGAAGARBECTEECTIGIAGE 1250
c ATGCCATTTTCATCAAACAGAATATTTCTTGAAGAAACCTCCCTTGTAGE 750
Aetterisatetuehsiiitsiintiesosesteirirlyisssersreeions
contig_unspecified_659246@_1_3 TCGTCCTGGATTACGTATGGATGATATACAAGAACGAATGGTGGCTCGTT 13080
c TCGTCCTGGATTACGTATGGATGATATACAAGAACGAATGGTGGCTCGTT 800
NSRRI
contig_unspecified_659246@_1_3 TGAGTCACTTGGGTATAAAAGT TACGAGCAT TGAAGAAGATGAGCAGTGT 1350
c TGAGTCACTTGGGTATAAAAGT TACGAGCAT TGAAGAAGATGAGCAGTGT 850
PN ORARERER AR ARSI ATO AT S
contig_unspecified_659246@_1_3 GTGATCCCAATGGGAGGCCCCCTTCCAGTAATACCTCAGAGGGTAGTTGG 1480
c GTGATCCCAATGGGAGGCCCCCTTCCAGTAATACCTCAGAGGGTAGTTGG 990
PESRARPIAAR ARSI Y
contig_unspecified_6592460_1_3 AATTGGTGGTACTGCTGGTATGGTTCATCCTTCTACGGGTTATATGGTAG 1450
c AATTGGTGGTACTGCTGGTATGGTTCATCCTTCTACGGGTTATATGGTAG 950

R AR AR RS R AR SRR A R AR R R AR IR A AR R

contig unspecified_6592460_1_3 CGGGATTCTCTAGATGTCTTGTTCAGTATGATAAGCCATATAATCCTGGG 1050
c CGGGATTCTCTAGATGTCTTGTTCAGTATGATAAGCCATATAATCCTGGG 550
PR AAP SRR A AR Ay
contig_unspecified_659246@_1_3 TATCAAGTCGCTTATGGCATAT THGCACANGTGGAGGARCATECCTTCGA 1100
c TATCAAGTCGCTTATGGCATATTGGCACAAGTGGAGGAACATCCCTTCGA 600
DRSSP A
contig_unspecified_659246@_1_3 TACAAGTAAGATGCTTTTTATGGATTGGCGAGATTCCCATCTTAATAACA 1150
c TACAAGTAAGATGCTTTTTATGGATTGGCGAGATTCCCATCTTAATAACA 658
PASAASEARSAISS SRS RS A
contig_unspecified_6592460_1_3 ATATGAAGCTGAAAGAGAGGAACAGAAAAGTTCCAACTTTTCTCTATGCC 1200
c ATATGAAGCTGAAAGAGAGGAACAGAAAAGTTCCAACTTTTCTCTATGCC 700
PRARSUAASOST AR SRS IAASASAAANS SOIAARS SO SIS
contig_unspecified_659246@_1_3 ATGCCATTTTCATCAAACAGAATATTTCTTGAAGAAACCTCCCTTGTAGC 1250
c ATGCCATTTTCATCAAACAGAATATTTCTTGAAGAAACCTCCCTTGTAGC 750
PESSEUARSSSSUS ST AAAASSSS SIS AAAREST Ay
contig unspecified_6592460_1_3 TCGTCCTGGATTACGTATGGATGATATACAAGAACGAATGGTGGCTCGTT 1300
c TCGTCCTGGATTACGTATGGATGATATACAAGAACGAATGGTGGCTCGTT 800
PR AARSBE A AN AN AR
contig unspecified_6592460_1_3 TGAGTCACTTGGGTATAAAAGT TACGAGCATTGAAGAAGATGAGCAGTGT 1350
c TGAGTCACTTGGGTATAARAGT TACGAGCATTGAAGAAGATGAGCAGTGT 850

T L T T T

contig unspecified_659246@_1_3 GTGATCCCAATGGGAGGCCCCCTTCCAGTAATACCTCAGAGGGTAGTTGG 1400
c GTGATCCCAATGGGAGGCCCCCTTCCAGTAATACCTCAGAGGGTAGTTGG 990

B e

contig unspecified_659246@_1_3 AATTGGTGGTACTGCTGGTATGGTTCATCCTTCTACGGGTTATATGGTAG 1459
c AATTGGTGGTACTGCTGGTATGGTTCATCCTTCTACGGGTTATATGGTAG 95@

B

OLIGO start len tm gcs
LEFT PRIMER 430 20 58.83 55.00
GGCACAAGTGGAGGAACATC
RIGHT PRIMER 611 20 59.10 55.00
GACGAGCTACAAGGGAGGTT
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Anexo 6

Tabla 1. Anélisis de varianza de una via de la expresion relativa de un grupo de
genes (CBF1, CRTLb y SIERF1) en 4 poblaciones de S. pimpinellifolium
sometidas a tratamiento en cultivo in vitro

gl MS F P
Region Piura
COLAN
CBF1 2 0.112 7.892 0.009
Error 10 0.014
CRTLb 2 0.139 5.369 0.024
Error 11 0.026
SIERF1 2 0.147 10.877 0.002
Error 11 0.013
TAMBOGRANDE
CBF1 2 0.151 3.589 0.077
Error 8 0.042
CRTLb 2 0.062 10.281 0.008
Error 7 0.006
SIERF1 2 0.027 3.313 0.097
Error 7 0.008
Regidn Lima
AZPITIA
CBF1 2 0.211 16.246 0.002
Error 7 0.013
CRTLb 2 0.006 0.306 0.743
Error 9 0.019
UNALM
CBF1 2 0.789 24.682 <0.0001
Error 12 0.032
CRTLb 2 0.088 4.213 0.041
Error 12 0.021
SIERF1 2 0.333 4.49 0.044
Error 9 0.074

Valores de P <0.05 son mostrados en negrita
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Tabla 2. Analisis de varianza de una via de la expresion relativa de un grupo
de genes (CBF1, CRTLb y SIERF1) en 6 poblaciones de S. pimpinellifolium
sometidas a tratamiento en macetas

gl MS F P
Region Piura
COLAN
CBF1 2 0.056 6.659 0.024
Error 7 0.008
CRTLb 2 0.05 2.919 0.145
Error 5 0.017
SIERF1 2 0.007 0.244 0.792
Error 5 0.027
MORANTE
CBF1 2 0.375 10.942 0.005
Error 8 0.032
CRTLb 2 0.099 1.13 0.358
Error 11 0.087
TAMBOGRANDE
CBF1 2 0.714 28.299 <0.0001
Error 13 0.025
CRTLb 2 0.534 4,154 0.04
Error 13 0.129
Region Lima
AZPITIA
CBF1 2 0.207 22.718 <0.001
Error 13 0.009
CRTLb 2 0.083 3.365 0.062
Error 15 0.025
SIERF1 2 0.034 2.851 0.11
Error 9 0.012
PANTANOS
CBF1 2 0.485 13.792 0.001
Error 13 0.035
CRTLb 2 0.159 6.74 0.01
Error 13 0.024
UNALM
CBF1 2 0.268 11.551 0.002
Error 13 0.023
CRTLb 2 0.792 28.085 <0.0001
Error 11 0.028
SIERF1 2 0.36 11.709 0.008
Error 6 0.031

Valores de P <0.05 son mostrados en negrita
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Tabla 3. Estadisticas descriptivas de la expresion relativa de un grupo de genes
(CBF1, CRTLB y SIERF1) en 6 poblaciones de S. pimpinellifolium sometidas a
tratamiento en cultivo in vitro y a tratamiento de plantas en macetas. Se reportan

valores promedio = error estandar. *SD=sin datos.
Tratamiento en cultivo in vitro

Tratamiento en macetas

Tiempo Tiempo
(horas) (horas)

Regidn de Piura

COLAN

CBF1 0 0.91 £+ 0.051 0 1.077 £+ 0.043
12 1.206 + 0.071 24 1.308 £+ 0.021
24 0.949 + 0.028 32 1.075+ 0

CRTLb 0 0.911 £ 0.061 0 0.999 + 0.088
12 1.247 £+ 0.062 24 1.175 + 0.073
24 0.993 + 0.103 32 0.899 + 0.061

SIERF1 0 0.96 + 0.058 0 1.054 + 0.097
12 1.282 + 0.104 24 1.019 £ 0.043
24 0.84 + 0.03 32 0.954 + 0.098

MORANTE

CBF1 0 SD 0 0.865 + 0.08
12 SD 24 1.436 + 0.086
24 SD 32 1.441 £ 0.029

CRTLb 0 SD 0 1.066 £ 0.12
12 SD 24 1.258 + 0.132
24 SD 32 1.386 £+ 0.055

TAMBOGRANDE

CBF1 0 1.082 + 0.033 0 0.828 + 0.025
12 1.34 = 0.159 24 1516 £+ 0.091
24 079+ 0 32 1.118 + 0.07

CRTLb 0 1.072 =+ 0.069 0 0.959 + 0.094
12 0.933 + 0.021 24 1.534 £+ 0.214
24 0671+ 0 32 1.088 + 0.048

SIERF1 0 0.894 + 0.055
12 0.965 + 0.036
24 0722+ 0

Region de Lima

AZPITIA

CBF1 0 0.843 + 0.061 0 0.956 + 0.037
12 1.253 + 0.063 24 1.372 + 0.019
24 0.824 + 0.059 32 1.13 + 0.05

CRTLb 0 0.912 + 0.11 0 0.877 + 0.052
12 0.883 + 0.038 24 1.097 £ 0.08
24 0.825 + 0.1 32 1.059 + 0.057

SIERF1 0 SD 0 0.904 + 0.014
12 SD 24 0.976 = 0.098
24 SD 32 1.073 £ 0.083

Tabla 3 (Continuacion)
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PANTANOS

CBF1 0 SD 0 1.12 + 0.041
12 SD 24 0.88 + 0.052
24 SD 32 1.515 + 0.164

CRTLb 0 SD 0 1.061 + 0.05
12 SD 24 0.914 + 0.079
24 SD 32 1.277 + 0.059

UNALM

CBF1 0 0.945 + 0.055 0 1.206 + 0.039
12 1.608 + 0.091 24 1.562 + 0.072
24 0.948 + 0.085 32 1.155 + 0.056

CRTLb 0 0.847 + 0.02 0 1.091 + 0.001
12 1.109 + 0.017 24 0.95 + 0.034
24 0.831 + 0.089 32 1.658 + 0.096

SIERF1 0 1.19 + 0.139 0 0.767 £ 0
12 1.592 + 0.076 24 0.802 + 0.03
24 0.934 + 0.093 32 1.39 + 0.078
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Tabla 4. Analisis de varianza de tres vias (anidado) de las variables morfolégicas de S.
pimpinellifolium. Los factores corresponden al tratamiento de riego, la region de origen y la
poblacion (anidada a region).

gl MS F p
Eficiencia fotosintética
Tratamiento 1 0.019 6.775 <0.05
Region 1 0.015 5.38 <0.05
Poblacion(Region) 3 0.006 2.091 0.144
Tratamiento x Region 1 0.023 8.084 <0.05
Tratamiento X
Poblacion(Region) 3 0.027 9.598 <0.001
Error 15 0.003
Numero de hojas totales
Tratamiento 1 57.408 10.906 <0.01
Region 1 14.008 2.661 0.129
Paoblacién(Regidn) 2 0.108 0.021 0.98
Tratamiento X Region 1 5.208 0.989 0.34
Tratamiento X
Poblacién(Region) 2 1.908 0.363 0.703
Error 12 5.264
a+b
Tratamiento 1 3840.612 7.176 <0.05
Region 1 611.763 1.143 0.302
Poblacién(Regidn) 3 5809.205 10.854 <0.001
Region*Tratamiento 1 255.657 0.478 0.5
Paoblacién*Tratamiento(Region) 3 3820.438 7.138 <0.01
Error 15 535.212
Carotenoides
Tratamiento 1 75.338 2.114 0.167
Region 1 0.921 0.026 0.874
Poblacién(Regidn) 3 348.303 9.775 <0.01
Region*Tratamiento 1 223.93 6.285 <0.05
Poblacién*Tratamiento(Region) 3 245.862 6.9 <0.01
Error 15 35.632
Area foliar
Tratamiento 1 0.131 1.242 0.276
Region 1 0.96 9.101 <0.05
Poblacion(Region) 4 0.756 7.17 <0.001
Region*Tratamiento 1 0.001 0.013 0.911
Poblacion*Tratamiento(Region) 4 0.086 0.812 0.53
Error 24 0.105
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Tabla 4. (Continuacion)

Capacidad Antioxidante

Tratamiento 1 69.38 2.259 0.159
Region 1 0.24 0.008 0.931
Poblacion(Region) 2 45.16 1.47 0.268
Regién*Tratamiento 1 45.46 1.48 0.247
Poblacion*Tratamiento(Region) 2 17.92 0.583 0.573
Error 12 30.71

LDMC

Tratamiento 1 5698.9 0.57 0.466
Region 1 9342.5 0.934 0.354
Poblacién(Region) 2 2393.9 0.239 0.791
Regién*Tratamiento 1 8963.9 0.896 0.364
Paoblacién*Tratamiento(Region) 2 10812.8 1.081 0.373
Error 11 10001.1

RWC

Tratamiento 1 9 0.99 0.34
Region 1 64.1 7.04 0.022
Paoblacién(Region) 2 11.6 1.27 0.318
Regién*Tratamiento 1 14 0.15 0.707
Poblacién*Tratamiento(Region) 2 25 2.74 0.108

Error 11 9.1
Valores de P< 0.05 son mostrados en negrita
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Tabla 5. Estadisticas descriptivas de las variables fenotipicas de S. pimpinelifolium: eficiencia fotosintética (Fv/Fm), nimero de hojas
totales, contenido de clorofila a y b, contenido de carotenoides, capacidad antioxidante (%), area foliar, LDMC (contenido de peso
seco), RWC (contenido de agua relativa). Las plantas procedieron de las regiones Piura (Colan, Morante y Tambogrande) y Lima
(Azpitia, Pantanos de Villay UNALM). Se reportan valores promedio * error estandar. *SD=sin datos.

Numero de hojas _ ) Capacidad
Fv/iFm totales atb Carotenoides Area foliar Antioxidante (%)
Control 0.583 + 0.036 12.625 * 0.68 155.519 +13.250 23.373 £+ 4.399 1.309 * 0.100 61.720 + 2.248
Riego disminuido 0.517 £+ 0.016 9.167 + 0.661 129.017 +10.527 18.913 + 1.624 1.033 + 0.131 61.500 + 1.596
Piura
Control 0.514 £ 0.032 11.25 = 0.479 154.061 +21.568 25.707 £ 7.406 1.516 + 0.174 62.082 + 2.334
Riego disminuido  0.524 + 0.023 8.833 + 1.138 122.230 +16.157 16.259 + 1.892 1.383 + 0.1989 64.940 + 2.261
Lima
Control 0.629 + 0.049 14.00 £ 0.816 157.705 +12.296 19.872 + 1.103 1.124 + 0.070 61.357 + 4.249
Riego disminuido  0.512 + 0.022 9.50 % 0.764 139.197 +10.706 22.894 + 2.142 0.779 + 0.135 58.060 + 1.170
Control
Regién Piura
Colan 0.568 + 0.017 10.5 £ 0.50 171.530 +22.525 18.808 £ 1.776 1.701 £ 0.240 64934 £+ 3.739
Morante 0.461 + 0.013 12.00 + 0.00 143.880 +4.177 20.936 = 1.370 1.711 £ 0.230 59.230 £+ 1.561
Tambogrande SD SD SD SD 0.944 + 0.182 SD
Regién Lima
Azpitia 0.758 + 0.030 SD 142,565 +32.935 41.679 + 10.084 0.877 * 0.056 SD
Pantanos 0.522 + 0.005 14.00 + 0.00 107.106 +6.580 5.032 £+ 1.348 1.174 £ 0.101 57.265 + 1.011
UNALM 0.607 + 0.079 14.00 + 2.00 212,513 +9.805 30.412 + 3.827 1.210 + 0.104 65.450 + 8.590
Riego disminuido
Regién Piura
Colan 0517 £ 0.025 9.333 + 2.333 152.669 +10.392 25.763 + 2.839 1.890 * 0.213 65.327 £ 2.170
Morante 0.531 + 0.044 8.333 £ 0.882 125.726 +16.842 20.025 + 2.581 1.322 + 0.189 64.548 + 4.549
Tambogrande SD SD SD SD 0.714 + 0.157 SD
Reqién Lima
Azpitia 0.467 £ 0.033 SD 61.498 +3.516 15912 + 0.635 0.550 + 0.081 SD
Pantanos 0.581 + 0.017 9.333 * 1.202 154.273 +9.232 13.342 + 1.207 1.116 + 0.573 56.943 + 1.168
UNALM 0.488 + 0.025 9.667 * 1.202 150.918 +16.304 19.523 + 5.607 1.244 + 0.156 59.174 + 2.058
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Tabla 5. (Continuacion)

LDMC RWC

Control 237.745 + 44,183 96.288 + 1.226
Riego disminuido 202,949 + 19.112 94546 + 1.157
Piura

Control 282.489 + 70.188 97.888 + 0.650

Riego disminuido  204.119 + 23.815 96.716 + 1.606
Lima

Control 193.001 + 53.375 94688 + 2210

Riego disminuido  201.974 + 30.996 92,737 + 1321
Control
Reqién Piura
Colan 290.982 + 152.414 96.919 + 0.750
Morante 273.996 * 78.635 98.857 + 0.308
Reqién Lima
Pantanos 124330 £ 1.631 97.933 + 1.458
UNALM 261.671 + 87.519 91.443 + 2473
Riego disminuido
Regién Piura
Colan 208.994 + 43.016 95.470 + 2.580
Morante 196.806 + 5.586 98.586 + 0.053
Reqién Lima
Pantanos 228.201 + 61.805 91.456 + 2.223
UNALM 175.748 £ 17.209 94.018 + 1.463
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Tabla 6. Prueba de Fisher de los niveles de expresion relativa de los genes CBF1, CRTLb y SIERF1 del tratamiento en cultivo in vitro
alas 0, 12 y 24 horas. Los valores significativos P<0.05 estan en negrita.

Test de Fisher de los niveles de expresion relativa del gen CBF1
Azpitia Colan Tambogrande UNALM
Tiempo
(horas) 0 12 24 0 12 24 0 12 24 0 12 24
0 0.002 | 0.842 0.003 | 0.652 0.087| 0.225 <0.001f 0.980
12 0.002 0.002]| 0.003 0.018] 0.087 0.043] <0.001 <0.001
24 0.842] 0.002 0.652| 0.018 0.225 | 0.043 0.980| <0.001

Test de Fisher de los niveles de expresion relativa del gen CRTLb

Coléan Tambogrande UNALM
Tiempo
(horas) 0 12 24 0 12 24 0 12 24
0 0.008 | 0.449 0.039 | 0.003 0.025| 0.850
12| 0.008 0.047{ 0.039 0.017] 0.025 0.019
241 0.449| 0.047 0.003| 0.017 0.850 | 0.019

Test de Fisher de los niveles de expresion relativa del gen SIERF1
Colan Tambogrande UNALM
Tiempo
(horas) 0 12 24 0 12 24 0 12 24
0 0.006 | 0.100 0.301 | 0.141 0.066| 0.216
12 0.006 0.001{ 0.301 0.041( 0.066 0.016
24 0.100{ 0.001 0.141] 0.041 0.216 | 0.016

e ————————————
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Tabla 7. Prueba de Fisher de los niveles de expresion relativa de los genes CBF1, CRTLb y SIERF1 del tratamiento de plantas en
macetas a las 0, 24 y 32 horas. Los valores significativos P<0.05 estan en negrita.

Test de Fisher de los niveles de expresion relativa del gen CBF1

UNALM
Tiempo
(horas) 0 24 32
0 0.875 0.017
24 0.875 0.006
32l 0.017 | 0.006

Test de Fisher de los niveles de expresion relativa del gen SIERF1

Azpitia Colan Morante Pantanos Tambogrande UNALM
Tiempo
(horas) 0 24 32 0 24 32 0 24 32 0 24 32 0 24 32 0 24 32
0 <0.001 | 0.007 0.009 | 0.990 0.024] 0.088 0.045] 0.006 <0.001] 0.014 0.016 | 0.687
24 <0.001 0.002| 0.009 0.065 10.024 0.982 10.045 <0.001] <0.001 0.002(0.016 0.001
32 0.007 0.002 0.990 | 0.065 0.088 | 0.982 0.006 | <0.001 0.014] 0.002 0.687 [0.001
Test de Fisher de los niveles de expresion relativa del gen CRTLb
Azpitia Morante Pantanos Tambogrande UNALM
Tiempo
(horas) 0 24 32 0 24 32 0 24 32 0 24 32 0 24 32
0 0.028 | 0.063 0.002 | 0.008 0.121] 0.048 0.016) 0.585 0.323] 0.002
24/ 0.028 0.684| 0.002 0.977 10.121 0.003 ]0.016 0.076] 0.323 <0.001
32 0.063 0.684 0.008 |0.977 0.048 | 0.003 0.585| 0.076 0.002] <0.001
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Anexo 7

Resultados del tratamiento en cultivo in vitro

La mayor parte de las plantulas mostraron cambios en la expresion relativa de los genes
CBF1, CRTLb y SIERF1 a las 12 h en respuesta a la restriccion hidrica inducida por PEG.
La falta de datos se debi6 al deterioro del ARN total en un grupo de muestras, asi como a la
no deteccion del gen SIERF1 en algunas poblaciones.

La literatura cientifica indica que la expresion genética en plantulas bajo tratamientos con
PEG en el medio de cultivo se debe evaluar en tiempos mas cortos (Fender et al., 1993;
Hsieh et al., 2010). Se tomaron en consideracion los tiempos evaluados en un estudio en el
que se investigd los cambios de expresion de CBF1 por exposicién de plantulas de Brassica
juncea a PEG (Cong et al., 2008). Ademas, se realizd un piloto previo para elegir los
tiempos adecuados utilizando la expresion relativa del gen CBF1. Los tiempos evaluados
fueron 0, 6, 12 y 24 h después de iniciada la exposicion a PEG, y se observé un pico en el
tiempo 12 h, seguido de una caida a las 24 h. Por ello, se decidi¢ utilizar los puntos 0, 12 y
24 h.
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Niveles de expresion relativa del gen CBF1:

Las poblaciones de Azpitia, Colan, Tambogrande y UNALM incrementaron la expresion
relativa del gen CBF1 a las 12 h en un 49 %, 32 %, 24 % y 70 %, respectivamente, si bien
en el caso de Tambogrande este incremento no alcanzé una significacion estadistica. El
mayor nivel de expresion relativa del gen CBF1 se observd en la poblacion de UNALM. En
las poblaciones de Azpitia, Colan y UNALM, la expresion de este gen a las 24 h no se
diferencié a nivel estadistico de la expresion a las 0 h. En el caso de la poblaciéon de
Tambogrande, la expresion a las 24 h disminuyé significativamente, en un 41 %, con
respecto a las 12 h, pero como en las otras poblaciones, no se diferencio de la del tiempo 0
h (Tablas 1, 3y 6; Grafico 8). En el resto de poblaciones no se obtuvieron datos suficientes
para realizar el analisis.
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Gréafico 8. Niveles de expresion relativa del gen CBF1 en las poblaciones de S.
pimpinellifolium de Azpitia, Colan, Tambogrande y UNALM en respuesta al tratamiento
con PEG en los tiempos 0, 12 y 24 horas. Se reportan las diferencias entre los tiempos de
exposicion a estrés (prueba LSD, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, NS>0.05, 1=0.08,
marginalmente significativo).

Pagina 86



Niveles de expresion relativa del gen CRTLDb:

En cuanto a los cambios de expresion relativa del gen CRTLb, las poblaciones de Colan y
UNALM aumentaron significativamente la expresion de este gen a las 12 h en un 37 % y
31 %, respectivamente, mientras que la poblacion de Azpitia no mostr6 cambios
significativos a nivel estadistico (Tablas 1, 3 y 6; Grafico 2). La expresion relativa del gen
CRTLDb a las 24 h no fue diferente de la de O h en las poblaciones de Azpitia, Colan y
UNALM. Por su parte, la poblacion de Tambogrande mostré descensos estadisticamente
significativos en la expresion de este gen a las 12 h (13%) y a las 24 h (37 %) con respecto
al tiempo 0 h (Tablas 1 y 3; Gréafico 9). Las otras dos poblaciones, Pantanos de Villa y
Morante, no pudieron analizarse por estar dafiado el ARN total.
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Gréafico 9. Niveles de expresion relativa del gen CRTLb en las poblaciones de S.
pimpinellifolium de Azpitia, Colan, Tambogrande y UNALM en respuesta al tratamiento
con PEG en los tiempos 0, 12 y 24 horas. Se reportan las diferencias entre los tiempos de
exposicion a estrés (prueba LSD, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, NS>0.05).
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Niveles de expresion del gen SIERF1:

El analisis de expresion relativa del gen SIERF1 mostro que las poblaciones de Colan y
UNALM incrementan los niveles de expresion a las 12 h en un 33 % y un 34 %,
respectivamente, mientras que en la poblacion de Tambogrande no se observaron
diferencias significativas en ese tiempo. En esta ultima poblacion se observo més bien una
disminucion significativa en la expresion del gen a las 24 h con respecto a las 12 h,
fendbmeno que no ocurrié con las poblaciones de Colan y UNALM que tuvieron en ese
tiempo niveles de expresion similares a los del tiempo O h (Tablas 1, 3 y 6; Gréafico 10). Los
mayores valores en los niveles de expresion relativa del gen SIERF1 se observaron en la
poblacion de UNALM. El resto de poblaciones no pudieron ser incluidas en el analisis. En
el caso particular de Azpitia, esto ultimo se debi6 a que la expresion de SIERF1 no fue
detectable con la metodologia utilizada.

20
w [10h
ﬁg 3 12h »
%) I 24 h T
3
O, 1:5 *%
S 1 T
2
=
L 1.0 A T =
c "
S N
»
2
Q.
3
o 0.5 o
=l
w
(<]
)
=
=
0.0 T T T
Colan Tambogrande UNALM
Regidén Lima

Regién Piura

Gréfico 10. Niveles de expresion relativa del gen SIERF1 en las poblaciones de S.
pimpinellifolium de Colan, Tambogrande y UNALM en respuesta al tratamiento con PEG
en los tiempos 0, 12 y 24 horas. Se reportan las diferencias entre los tiempos de exposicion
a estrés (prueba LSD, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, NS>0.05).
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