REIVINDICACIONES

1. Método para la identificacion y caracterizacion funcional de genes de interés para
el mejoramiento agronémico de especies caracterizado porque consiste en

concatenar, causalmente, el desarrollo de las siguientes etapas:

a) Aplicar un estimulo bidtico, abi6tico o fisiologico sobre variedades vegetales de

respuesta bioldgica y fisiologica contrastante ante el estimulo aplicado;

b) Obtener datos transcriptémicos mediante procesos de secuenciacién de ARN de
las variedades vegetales contrastantes en relacién con el estimulo biolégico y

fisiol6gico a evaluar,

c) Obtener, concurrentemente con la etapa b), citosinas metiladas y su ubicacion
especifica sobre cuerpos de genes 0 sus respectivos promotores, mediante la
evaluacion a una escala epigenomica de variedades contrastantes al estimulo a

evaluar, mediante técnicas globales de evaluacion epigendmica.

d) Contrastar los transcriptomas y los epigenomas secuenciados, derivados de las
variedades vegetales contrastantes, mediante comparacion e interseccion de listas

de genes;

e) Una etapa de identificacion de genes diferencialmente expresados asociados a

diferencias epigendmicas asociadas a metilacion diferencial de citocinas;

f) Una etapa de correlacién de genes sobreregulados cuyo promotor se encuentre
hipometilado o genes con una expresion génica disminuida cuyo promotor se

encuentre hipermetilado;

g) Una etapa de confirmacién de los niveles de expresion mediante técnicas de

biologia molecular para la cuantificacion especifica de transcritos;



h) Una etapa de validacion de los genes candidatos mediante implementacién de

herramientas de coexpresion y de analisis funcional

2. El método de la reivindicacién 1 caracterizado porque el estimulo biético, abi6tico
o fisiolégico aplicado sobre variedades vegetales de respuesta biologica y fisiologica
contrastante incluye tolerancia a estreses abibticos, resistencia a estreses bidticos,

respuestas fisioldgicas diferenciales ante estimulos ambientales especificos.

3. El método de la reivindicacion 1 caracterizado porque la etapa de obtencion de
datos transcriptémicos incluye experimentos sistémicos de andlisis transcripcional,

microarreglos o secuenciacién masiva de ARNs (RNA-Seq).

4. El método de la reivindicacibn 1 donde la etapa de obtencion de datos
epigenomicos incluye técnicas globales de caracterizacidon epigendmica , que

incluye la secuenciacion de ADN por conversion con bisulfito.

5. El método de la reivindicacion 1 caracterizado porque la etapa de correlacion de
genes sobreregulados cuyo promotor se encuentre hipometilado o genes con una
expresion génica disminuida cuyo promotor se encuentre hipermetilado se realiza

por técnicas de analisis de datos y contrastacion de listas.

6. El método de la reivindicacién 1 caracterizado porque la etapa de confirmacién
de los niveles de expresion de los genes filtrados se realiza mediante la técnica de
PCR en tiempo real (QPCR).

7. El método de la reivindicacién 1 donde el estimulo aplicado sobre variedades
vegetales de respuesta bioldgica y fisioldgica contrastante es tolerancia al estrés

por aluminio (Al).

8. El método de la reivindicacién 1 donde las variedades vegetales de respuesta
biologica y fisiologica contrastante ante el estimulo aplicado son Oryza sativa y

Oryza glumaepatula.



