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Resumen

RESUMEN

CARACTERIZACION MOLECULAR DE GENES LOCALIZADOS EN EL LOCUS
RESPONSABLE DE LA APOMIXIS (ACL) EN Paspalum notatum

Paspalum notatum Fligge es una graminea perenne rizomatosa ampliamente
distribuida desde el centro-este de México e islas del Caribe hasta la Argentina. Las razas
tetraploides se reproducen casi exclusivamente por apomixis de tipo aposporica. La apomixis
en P. notatum esta controlada por un locus simple dominante que presenta distorsion de la
segregacion y represion de la recombinacién. EI mismo se halla inserto en una region
gendmica de gran tamafio (apomixis controlling locus, ACL) que contiene secuencias
codificantes, elementos repetitivos y metilacion de citosinas consistentes con una regiéon
heterocromatinizada. Estudios de mapeo comparativo determinaron que un segmento de
aproximadamente 5,8 cM del cromosoma 12 de arroz (comprendido entre los marcadores
C1069 y C996) es sinténico al ACL en al menos cuatro especies del género Paspalum. Varias
de las secuencias incluidas en este segmento muestran homologias con genes asociados a
la sefializacién y el crecimiento (LOC_0s12g40770 - proteina con repeticiones de anquirina),
el metabolismo de hormonas (LOC_0s12g40890 - proteina de la familia Aux/IAA de respuesta
temprana a auxinas), y el desarrollo (LOC_0s12g41060 - proteina con dominio AP2). EI
objetivo general de este trabajo de tesis fue caracterizar las secuencias de P. notatum
ortdlogas a los genes localizados en el segmento de arroz sinténico al ACL, descriptas
anteriormente, dado que por su anotaciéon funcional podrian participar en alguno de los

mecanismos de la reproduccion en la especie.

Una poblacién de mapeo tipo F;1 segregante por el modo de reproduccion, desarrollada
a partir del cruzamiento de una planta tetraploide completamente sexual (Q4188) (progenitor
femenino) y un individuo natural apomictico obligado (Q4117) (dador de polen), fue extendida
a 50 individuos totales y reclasificada. La clasificacion por el modo de reproduccién a través
de técnicas citoembriolégicas y moleculares mostr6 11 individuos apomicticos y 39 sexuales
(relacion 3,5 sex: 1 apo). La deteccion de secuencias de P. notatum similares a los genes de
interés se llevd adelante utilizando un transcriptoma del desarrollo reproductivo sexual y
apomictico de la especie. El andlisis del ligamiento de las secuencias identificadas con el ACL
fue realizado mediante analisis BSA y posteriormente analisis de cosegregacion utilizando la
poblacion de mapeo disponible. Asimismo, se realizé6 un mapeo fisico sobre un borrador del
genoma del citotipo diploide de la especie recientemente desarrollado en nuestro laboratorio.
En primer lugar, se caracterizd el gen LOC_0s12g40770 codificante para una proteina con
repeticiones de anquirina de la subfamilia ANK-TPR. A partir de busquedas BLAST fue posible

identificar cuatro miembros pertenecientes a la subfamilia ANK-TPR expresados durante el

iv
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desarrollo reproductivo de P. notatum. Uno de estos, nombrado como PnANK-TPR3, presento
elevada homologia con OsANK-TPR (codificada por LOC_0s12g40770). Los estudios de
ligamiento no pudieron determinar la localizacion de PnANK-TPR3 en el ACL. Sin embargo,
el mapeo in silico de PNANK-TPR3 sobre el borrador del genoma diploide de P. notatum,
mostré que una secuencia altamente similar a esta Ultima se posiciona en el supercontig
utg001669I que contiene ademas una secuencia similar a la sonda heteréloga C1069, que
mapea 100% ligada ACL en varias especies del género. Este resultado indica que PnANK-
TPR3 se localiza en el ACL. Estudios de expresion por PCR en tiempo real (QRT-PCR) en
diferentes estadios del desarrollo reproductivo del genotipo Q4188 (sexual) y Q4117
(apomictico) mostraron que PnANK-TPR3 se sobreexpresa significativamente en los estadios
de meiosis y antesis durante el desarrollo reproductivo sexual, comparado con el apomictico.
Los resultados para el estadio de meiosis fueron corroborados empleando seis individuos (tres
sexuales y tres apomicticos) de la poblacién F; (Q4188 x Q4117). Esto indica que PnANK-
TPR3 esta regulado negativamente al momento de la meiosis en los individuos aposporicos
analizados. Sumado a esto, PNANK-TPR3 mostré muy bajos niveles de expresién en tejido
somético (hoja y raiz). Por otro lado, se detectdé una proteina quinesina como interactora
directa de OsANK-TPR. Este tipo de proteinas juegan un papel fundamental en el control del
ciclo celular. Los resultados obtenidos para PNANK-TPR3 indican que podria formar parte de
una cascada de sefializacion involucrada en la determinacion del destino de las células de la

nucela y su posible canalizacién hacia la gametogénesis.

Posteriormente, se caracterizé el gen relacionado al LOC_0s12g40890, codificante
para una proteina miembro de la familia Aux/IAA de respuesta temprana a auxinas. A través
de busquedas BLAST se detectaron 22 miembros de dicha familia expresados durante el
desarrollo reproductivo de P. notatum. Uno de estos miembros, renombrado como PnlAA30,
mostrd ser ortélogo a LOC_0s12g40890 (OslAA30). Los analisis de ligamiento determinaron
gue una forma alélica de PnlAA30 se encuentra genéticamente ligada al ACL a una distancia
de recombinacién aproximada de r = 0,30. Sumado a esto, el mapeo in silico de PnlAA30
sobre el borrador del genoma diploide de P. notatum, mostré que una secuencia altamente
similar a esta ultima se posiciona en el mismo supercontig (utg001669l) que las secuencias
homodlogas a PnNANK-TPR3 y a la sonda heteréloga C1069 100% ligada al ACL de P. notatum.
Esos resultados marcan una evidencia consistente de que PnlAA30 es el ortélogo de
OslIAA30, esta efectivamente localizado cerca del ACL y que su disposicion génica, la de
PnANK-TPR3y el marcador C1069 en esta region de P. notatum, es colineal con la regién del
cromosoma 12 de arroz. Por otra parte, los estudios de expresion por gRT-PCR para PnIAA30
mostraron que los transcriptos de este gen estan significativamente mas expresados durante

el desarrollo sexual (Q4188) que el apomictico (Q4117) al momento de la antesis. Estos
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resultados se repitieron en cinco individuos (tres sexuales y dos apomicticos) de la poblacion
F1 (Q4188 x Q4117). Ademas, se observO que la expresion de PnlAA30 se asocia
negativamente con el grado de expresividad de la aposporia, lo cual esta en linea con la teoria
del surgimiento de la apomixis como una desregulacion en la expresion de los genes
involucrados en la via candnica sexual. Por otro lado, mediante experimentos RT-PCR se
determin6 que PnlAA30 presenta mayor expresion durante la embriogénesis en el genotipo
sexual respecto del apomictico. Este resultado sugiere que PnlAA30 podria estar relacionado
al control del desarrollo del embrién sexual. Experimentos de hibridacion in situ de tejidos,
mostraron una expresion contrastante entre el genotipo sexual y el apomictico. PnlAA30
parece estar activo en la CMM del genotipo apomictico y se expresa fuertemente en la nucela
de plantas sexuales. Esta expresion localizada, podria estar relacionada con una diferente
regulacién de los destinos celulares. En el estadio de antesis, los experimentos de hibridacion
in situ mostraron que PnlAA30 se sobreexpresa en la nucela, nicleos polares y aparato
oosférico del megagametofito del genotipo sexual comparado con el apomictico, donde la
actividad de PnlAA30 es casi imperceptible. Estos ultimos resultados sefialan un posible rol
de PnlAA30 en la sefializacion involucrada en la partenogénesis. Sumado a eso la red de
proteinas interactoras de OslIAA30 determind una relacion directa con factores de
transcripcion ARFs (Auxin Response Factors) asociados a la megaesporogénesis de arroz, al
igual que OslIAA30 ortélogo de PnlAA3O.

Por otro lado, se identificaron mediante blsquedas BLASTP, nueve proteinas
miembros de la superfamilia AP2/ERF expresadas durante el desarrollo reproductivo de P.
notatum. Cuatro de estas con elevada homologia a miembros representativos del grupo de
proteinas BBM (BABY BOOM) pertenecientes al clado euANT y cinco homdlogas a miembros
del clado euAP2 perteneciente a la familia AP2-like (APETALA2-LIKE). PnAP2-like, ortélogo
putativo de APL25 (Oryza sativa) y SiAP2-like (Setaira italica), presenta un alelo especifico
del genotipo materno sexual que cosegrega ligado al modo reproductivo sexual. La identidad
de los fragmentos de PnAP2-like amplificados sobre ADN gendmico del genotipo sexual y
apomictico, arrojaron homologia con una secuencia codificantes AP2-like de Setaria viridis, y
dos secuencias TARGE OF EAT3 (TOE3) de Setaria italica y Panicum halli. Los genes TOE
son reguladores postrancripcionales y parecen jugar un rol importante en la identidad de los
organos florales, junto a APETALA2 y AGAMOUS. PnBBM-like, mostré una representacion
posiblemente diferencial entre los transcriptomas de C4-4x (sexual) y Q4117 (apomictico). El
gen PsASGR-BABYBOOM:-like fue asociado a la partenogénesis en Pennisetum glaucum
(especie aposporica), por lo que podriamos pensar un posible rol de PnBBM-like en la

partenogénesis de especies aposparicas como Paspalum notatum.
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Los resultados obtenidos en esta Tesis permitieron detectar secuencias expresadas
durante el desarrollo reproductivo de P. notatum, homdlogas a genes correspondientes a la
region del cromosoma 12 de arroz sinténica al ACL de la especie bajo estudio. Se detectaron
los genes ortélogos de P. notatum y su localizacién en los genomas diploide y tetraploide. El
mapeo in silico sobre el borrador del genoma diploide mostr6 una colinealidad entre las
secuencias de P. notatum y de la region estudiada de arroz. Paralelamente, se pudo
demostrar que tanto PNANK-TPR3 como PnlAA30 estan regulados diferencialmente durante
el desarrollo reproductivo sexual y apomictico. Por otro lado, se determiné que un alelo de
PnAP2-like cosegrega con la sexualidad y que PnBBM-like se encuentra regulado
diferencialmente segln la base global del transcripto del desarrollo reproductivo de P.
notatum. Estos resultados aportan evidencia de que los genes relacionados con la
sefalizacién y el crecimiento celular, el metabolismo de hormonas y el desarrollo, localizados
en el ACL, presentan una alteracién en sus patrones de expresién durante el desarrollo sexual
y apomictico que probablemente derive de la estructura de dicha region genémica y se

relacione con el cambio del modo reproductivo sexual al apomictico.
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ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF GENES MAPPING AT THE Paspalum
notatum APOSPORY-CONTROLLING LOCUS (ACL)

Paspalum notatum Fliigge is a perennial rhizomatous grass distributed from Argentina
to central Mexico and the Caribbean Island. The natural tetraploid cytotype reproduces by
obligated aposporous apomixis. Apomixis in P. notatum is controlled by a single locus with
distorted segregation ratio and suppression of recombination. This locus (apomixis controlling
locus, ACL) is located in a large genomic region that includes coding sequences, repetitive
elements, and cytosine methylation. Comparative mapping analysis identified a segment of
approximately 5.8 cM of the rice chromosome 12 (between the C1069 and C996 markers)
retained at the ACL of at least four species of the genus Paspalum. Several specific sequences
from this rice segment show homology with genes associated with signaling and growth
(LOC_0s12g40770 - protein with ankyrin repeats), hormone metabolism (LOC_0s12g40890
- Aux/IAA family), and development (LOC_0s12g41060 - protein with AP2 domain). The
general objective of this work was to characterize P. notatum orthologous to those genes
located in the rice segment synthetic to the ACL due to their functional annotation could be

involved in some mechanisms controlling the reproduction mode of the species.

An F1 mapping population segregating by the reproduction mode derived from a cross
between a fully sexual tetraploid genotype (Q4188) and an obligate apomictic tetraploid pnat
(Q4117) was classified according to the mode of reproduction. Thirty-nine plants were
classified as sexual and 11 as apomictic (3,5:1 sexual: apomictic ratio) by molecular and
cytoembryological analysis. The detection of P. notatum sequences similar to rice genes was
carried out using transcriptomes of both sexual and apomictic reproductive developments of
the species. Linkage analyses of the sequences with the ACL were performed by BSA analysis
and cosegregation tests using the mapping population. Moreover, a physical mapping was

carried out on a draft of the diploid genome of the species.

First, we characterized the LOC_0s12g40770, coding for a protein with ankyrin repeats
belong to ANK-TPR subfamily. Using BLAST searches four members from ANK-TPR
subfamily expressed during reproductive development were detected. One of them, called as
PnANK-TPR3, shows high homology with OsANK-TPR (encoded by LOC_0s12g40770).
Mapping assays using the Fi population could not find a linkage of PnANK-TPR3 to ACL.
However, in silico mapping of PNANK-TPR3 on the diploid genome showed a highly similar
sequence positioned in the supercontig utg001669I, which also contains a sequence similar to
the heterologous probe C1069, which maps 100% linked to the ACL in several species of the
genus. This result indicates that PNANK-TPR3 is localized at the ACL and is the ortholog of

viii
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OsANK-TPR. Expression analysis by qRT-PCR at different stages of the reproductive
development of Q4188 (sexual) and Q4117 (apomictic) showed that PnANK-TPR3 is
significantly overexpressed at meiosis and anthesis in the sexual genotype, compared to the
apomictic one. The results obtained at the meiosis stage were corroborated using six
individuals (three sexual and three apomictic) from the F, population (Q4188 x Q4117). These
results indicate that PNANK-TPR3 is negatively regulated at meiosis of the apomictic plants.
Besides, the expression levels of PNANK-TPR3 in somatic tissues (leaf and root) were very
low. Interestingly, a kinesin protein was detected to interact with whit OsANK-TPR. These
proteins play an essential role in the control of the cell cycle. These results indicate that
PnANK-TPR3 could be part of a signaling cascade involved in determining the fate of the

nucellar cells and their possible switch towards gametogenesis.

Subsequently, we characterized the LOC_0s12g40890 coding for a protein of the
Aux/IAA family. Using BLAST searches, 22 members from the Aux/IAA family expressed
during the reproductive development of P. notatum were detected. One of them, called as
PnlAA30, shows orthology with OsIAA30 (encoded by LOC_0s12g40770). Mapping assays
using the F; population determined an allelic variant of PnlIAA30 is genetically linked to 30 cM
of the ACL. Moreover, in silico mapping of PnIAA30 on the diploid genome, showed a highly
similar sequence to PnIAA30 positioned in the supercontig utg001669I as well as sequences
homologous to PNANK-TPR3 and the heterologous probe C1069 100% linked to the ACL of
P. notatum. These results support that PnIAA30 is the ortholog of OSIAA30 and it is located
near the ACL. Also, the position of PnIAA30, PnANK-TPR3, and the marker C1069 in this
region of P. notatum is collinear with the rice chromosome 12 region. On the other hand,
expression analysis by qRT-PCR of PnIAA30 showed significant differences at the anthesis
stage between sexual and apomictic genotypes. These results were observed also in five
plants (three sexual and two apomictic) of the F1 population (Q4188 x Q4117). Moreover, we
detected a negative correlation between PnlAA30 expression levels and the degree of
expressiveness of the apospory, which would support the theory that apomixis results from the
deregulation of the sexual developmental program. Besides, using RT-PCR analysis we
detected high expression of PnlAA30 during embryogenesis of the sexual genotype respect
apomictic one. This result suggests PnlIAA30 could be related to the control of sexual embryo
development. In situ hybridization of PnIAA30, showed a contrasting expression between the
apomictic and sexual plants. The sense transcripts of PnlAA30 appears to be active in the
CMM of the apomictic genotype and is strongly expressed in the nucellus of the sexual one.
These results could be related to different regulation of cell fate surrounding the MMC. In situ
hybridization with PnIAA30 at anthesis showed overexpression in the nucella, polar nuclei, and

egg apparatus in the sexual megagametophyte compared to the apomictic one, where the



Abastract

activity of PnlAA30 is almost imperceptible. These results indicate a possible role of PnIAA30
in signaling during the parthenogenesis. In addition, we identified a direct relationship between
OslAA30 (ortholog of PnlAA30) and ARFs (Auxin Response Factors) transcription factors

during the rice megasporogenesis.

On the other hand, we identified nine members from the AP2/ERF superfamily
expressed during reproductive development of P. notatum. Four of these transcripts showed
high homology with representative members of the BBM protein coding group (BABY BOOM)
belonging to the euANT clade. The remaining five, showed homologies to members of the
clade euAP2 belonging to the AP2-like (APETALAZ2-Like) family. One of them called as
PnAP2-like, putative orthologous of APL25 (Oryza sativa) and SiAP2-like (Setaira italica),
presents a specific allele only present in the maternal sexual genotype that cosegregates
linked to the sexual reproductive mode. The identity of the PnAP2-like fragments amplified
from genomic DNA of the sexual and apomictic genotype showed homology with an AP2-like
coding sequence from Setaria viridis, and with two TARGE OF EAT3 (TOE3) sequences from
Setaria italica and Panicum halli. TOE genes are post-transcriptional regulators and appear to
play an important role in the identity of floral organs along with APETALA2 and AGAMOUS
genes. On the other hand, PnBBM-like showed a possibly differential representation between
the C4-4x (sexual) and Q4117 (apomictic) transcriptomes. PSASGR-BABYBOOM-like gene
was associated with parthenogenesis in Pennisetum glaucum (an aposporous species), So we

could think of a possible role of PnBBM-like in the parthenogenesis of Paspalum notatum.

The results obtained in this work allowed to detect sequences expressed during
reproductive development of P. notatum that are homologous to genes located to the segment
of the rice chromosome 12 syntenic to the ACL of the species. We detected the orthologous
genes of P. notatum and their location on the diploid and tetraploid genomes. In silico mapping
on the draft diploid genome showed conserved collinearity between the P. notatum and rice
sequences of the region. At the same time, it could be shown that both PNANK-TPR3 and
PnlAA30 are differentially regulated during sexual and apomictic reproductive development.
On the other hand, it was determined that an allele of PnAP2-like cosegregates with sexuality,
while PnBBM-like is differentially regulated between sexual and apomictic reproductive
development of P. notatum. These results provide evidence that the genes associated with
signaling and growth, hormone metabolism, and development located at the ACL present
altered expression patterns between sexual and apomictic developments. This alteration
probably derives from the structure of the ACL genomic region and is related to the switch from

sexual to apomictic reproductive mode.
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I- INTRODUCCION

I.1- El género Paspalum

Paspalum es un extenso género americano perteneciente a la familia Poaceas
(subfamilia Panicoideas, tribu Paniceas) compuesto por alrededor de 330 especies
mayormente distribuidas en regiones tropicales y subtropicales a templadas de América
(Zuloaga y Morrone, 2005; Morrone et al., 2012). Son plantas anuales o perennes, cespitosas,
estoloniferas o rizomatosas, con ligulas membranosas. Las laminas pueden ser lanceoladas
o lineares y de pilosidad variable. Las inflorescencias estan formadas por uno o méas racimos
espiciformes, unilaterales con espiguillas solitarias o de a pares. Las espiguillas son
orbiculares a ovoides, dorso-ventralmente comprimidas, plano a céncava convexas, con dos
flores, la inferior estéril y la superior hermafrodita. La lema es tan larga como la flor y
usualmente con los margenes enrollados sobre la palea. Las flores contienen 3 estambres y
2 estigmas plumosos y los cariopses son parcialmente esféricos (Zuloaga y Morrone, 2005).
El género ocupa diversos habitats en el norte y en el sur de América, mientras que unas pocas
especies son nativas de Africa, Asia y Oceania, y solo tres son cosmopolitas (Ortiz et al.,
2013). El centro de origen del género es Sudamérica tropical (Chase, 1929; Nicora et al., 1987,
Williams et al.,, 2011), pero se han reconocido centros de diversidad secundarios en la
ecorregion “El Cerrado” de Brasil, en campos de Argentina y Uruguay (Zuloaga y Morrone,
2005). Varias especies, como por ejemplo P. atratum Swallen, P. dilatatum Poir., P.
guenoarum Arechav, P. notatum Flggé y P. urvillei Steud., son excelentes forrajeras en las
regiones tropicales y subtropicales de Brasil, este de Bolivia, Paraguay y noreste de Argentina
(Burton, 1974; Zuloaga y Morrone, 2005). En la actualidad se dispone de cultivares
tetraploides apomicticos de P. atratum (cv. Camba-FCA) y P. guenoarum (cv. Chané-FCA)
que tienen una amplia aceptacién entre los productores de la region subtropical de nuestro
pais. Asimismo, se cuenta con variedades apomicticas de P. dilatatum y P. plicatulum en
Argentina, Brasil, Paraguay, Estados Unidos, Uruguay y Tailandia. Se dispone ademas de un
cultivar hibrido apomictico de P. notatum (cv. Boyero-FCA UNNE) (Acufia et al., 2011).

La mayoria de las especies son poliploides (75%) y varias de ellas forman complejos
multiploides (Quarin, 1992). Las razas poliploides incluyen desde triploides (3x) (Quarin y
Lombardo, 1986) hasta excepcionalmente 16x en Paspalum floridanum Michx. (Burton, 1940).
Se considera que aproximadamente la mitad de los poliploides son tetraploides (Quarin,

1992). Los complejos multiploides se componen principalmente por citotipos diploides
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autoincompatibles de reproduccion sexual y poliploides (en su mayoria tetraploides)
apomicticos autofértiles (Ortiz et al., 2013). La poliploidia y la apomixis son variables
definitorias de la gran la diversidad que presenta el género (Acufia et al., 2019). Asimismo, la
amplia distribucion geogréfica que ocupa esta relacionada con las diversas estrategias
reproductivas (reproduccion sexual, auto- y alogamia, reproduccion clonal por apomixis y

propagacion vegetativa) y los niveles de ploidia encontrados en las especies (Quarin, 1992).

El género Paspalum es un sistema biolégico atractivo para estudiar la apomixis debido
a que presenta especies utilizadas para identificar los genes asociados al caracter, que son a
su vez importantes forrajeras (Ortiz et al., 2013). En las ultimas cinco décadas, se ha generado
una gran cantidad de informacibn en muchas especies del género que incluyen (1)
determinaciones de su numero de cromosomas y modo de reproduccion; (2) mapas de
ligamiento genético y la localizacién de la region gendmica responsable de la apomixis; (3)
identificacion y andlisis de genes candidatos; y (4) sistemas de cultivo in vitro y transformacién
genética para estudios funcionales. El género presenta ademas una caracteristica poco
frecuente como es la existencia de especies con razas apomicticas y sexuales al mismo nivel
de ploidia que pueden cruzarse para generar hibridos con caracteristicas agronémicas
sobresalientes y reproduccion apomictica. Existen ademas bancos de germoplasma de

Paspalum en Argentina, Brasil y Estados Unidos (Acufia et al., 2019).

[.1.1- Paspalum notatum (pasto horqueta “Bahiagrass”)

Paspalum notatum Fliigge, cominmente llamado pasto horqueta o pasto bahia, es una
especie perenne rizomatosa ampliamente distribuida desde el centro-este de México e islas
del Caribe hasta la Argentina (Ortiz et al., 1997). La especie presenta dos biotipos, la variedad
comun (pasto horqueta) (Figura 1), que se caracteriza por poseer hojas anchas, rizomas
gruesos con entrenudos cortos y propagacion lenta, y la variedad Pensacola (P. notatum var.
saurae Parodi) que es mas alta, con laminas foliares mas estrechas, rizomas delgados, se
propaga rapidamente y posee mayor tolerancia al frio (Gates et al., 2004). La especie forma
ademas un complejo multiploide, constituido por los citotipos: diploide (2n=2x=20), triploide
(2n=3x=30), tetraploide (2n=4x=40) y pentaploide (2n=5x=50) (Burton, 1946; Saura, 1948;
Gould, 1966; Urbani et al., 2017). La forma comun corresponde al citotipo tetraploide, siendo
los triploides y pentaploides muy poco frecuentes. La variedad Pensacola, (citotipo diploide),
fue introducida accidentalmente en el Sudeste de los Estados Unidos, alrededor del afio 1926,
y actualmente es una de las principales especies forrajeras de los estados del Golfo de Florida
(Burton, 1967; Gates et al., 2004).
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Figura 1. Pasaplum notatum Fligge. A) Planta adulta de la accesién Q4188 (tetraploide sexual)
cultivada en el invernadero de la Facultad de Ciencias Agrarias de la UNR. B.1) Espiga en antesis de
una planta apomictica de la accesion Q4117. B.2) Detalle de un grupo de espiguillas al momento de la
antesis de la accesion Q4117, en donde se observan las anteras y estigmas de color parpura. C)
cariopse maduro.

El citotipo diploide es sexual y autoincompatible, mientras que los poliploides (3x, 4x y
5x) son apomicticos pseudogamos y autoincompatibles (Quarin, 1992; Tischler y Burson,
1995). Hasta el momento no se han encontrado poliploides completamente sexuales en la
naturaleza, pero se han obtenido varios individuos tetraploides 100% sexuales a partir de la
duplicacién del numero de cromosomas de diploides por tratamientos con colchicina (Figura
1A) (Forbes y Burton, 1961; Ortiz et al., 1997; Quarin et al., 2001, 2003). Si bien la forma
diploide ha sido mejorada en los Estados Unidos por metodologias clasicas, sélo unos pocos
biotipos de la forma comuin han sido domesticados y cultivadas en forma extensiva hasta el
presente, debido a su modo de reproduccidon apomictico. El mejoramiento de estas razas
estuvo restringido a la seleccion de biotipos superiores de las poblaciones naturales. Entre los
cultivares tradicionales se encuentran “Common”, “Paraguay”, “Paraguay 22", “Argentine” y
“Wilmington”, que son utilizados desde principios y mediados del siglo XX principalmente en
el sur de los Estados Unidos de América (Gates et al., 2004). En Argentina, la Universidad
Nacional del Nordeste y el Instituto de Botanica del Nordeste (CONICET) de Corrientes,

3
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mantiene un programa de mejoramiento de la especie desde hace mas de 15 afios. En el
mismo, hibridos tetraploides son generados mediante la utilizacion de tetraploides sexuales
(obtenidos artificialmente), utilizados como progenitores femeninos en cruzamientos
controlados con razas apomicticas naturales. El proceso de hibridacion es seguido por la
identificacion de los hibridos apomicticos mediante el uso de marcadores moleculares ligados
a la apomixis, observaciones de sacos embrionarios y/o a partir de citometria de flujo en
semillas. Los materiales son seleccionados por la capacidad de crecimiento estacional, en
particular durante los meses mas frios, la produccion de semillas, la resistencia al frio, el valor
nutritivo y la extension del periodo reproductivo (Acufia et al., 2014). Como resultado de este
programa se logré recientemente la inscripcion del cultivar hibrido apomictico “Boyero-FCA”
(Figura 2) (Urbani et al., 2017). EI comportamiento agrondmico de este cultivar en la region
sur de la Provincia de Santa Fe, esta siendo evaluado en el Campo Experimental José F.
Villarino de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Rosario (Anibalini
V., Tesis de Maestria, FCA-UNR). Recientemente, el programa ha incrementado la base
genética del germoplasma sexual mediante la creacién de una poblacion tetraploide sexual
sintética que permite un mayor numero de cruzamientos compatibles con individuos
apomicticos naturales dadores de polen y por lo tanto la generacién de nuevas lineas

apomicticas para el plan de mejoramiento (Zilli et al., 2018).

Figura 2. Parcela experimental del cultivar apomiictico de P. notatum Boyero FCA, establecida
en el Campo Experimental J. F. Villarino en febrero de 2017.

La forma de apomixis presente en las razas tetraploides es la de tipo apospérica
pseuddgama (Burton, 1948; Bashaw et al., 1970). La polinizacion es esencial para la
formacion de semillas porque el endosperma se desarrolla solo después de la fertilizacion de
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los nucleos polares. Una caracteristica sobresaliente de esta especie es que el endosperma
puede formarse con polen de distintas ploidias e incluso derivado de especies relacionadas
como P. cromyorrhizon (Quarin, 1999). La formacion de sacos embrionarios aposporicos se
inicia conjuntamente con la reproduccion sexual, a partir de la diferenciacién de la célula
madre de la megaspora (CMM). Al momento de la meiosis de las células madre de los granos
de polen en las anteras, se observa la diferenciacion de la arquespora en el primordio del
ovulo (Figura 3a y b). A partir de este momento, una 0 mas células de la nucela, cercanas a
la CMM, se diferencian como iniciales de la aposporia (Al) (Figura 3c). Normalmente estas
células presentan una forma alargada y un ndcleo denso (Figura 3c). Posteriormente, tres o
las cuatro esporas derivadas de la meiosis de la CMM degeneran, y las iniciales de la
aposporia (IA) se desarrollan para formar un megagametofito no reducido. En caso de que la
megaspora funcional (n) desarrolle en un saco embrionario, al momento de la antesis los
sacos meioticos son del tipo Poligonum, es decir, cuentan con el aparato oosferico (célula
huevo y dos sinérgidas), una célula central binucleada y un grupo de antipodas (Figura 3d).
Por su parte, los sacos embrionarios apospéricos maduros presentan una célula huevo
acompafiada de una o dos sinérgidas en el extremo micropilar y dos nucleos polares en la
célula central (Figura 3d) (Laspina et al., 2008; Ortiz et al., 2013). Una caracteristica particular
de este tipo de sacos embrionarios es la ausencia de células antipodales en el extremo
chalazal (saco embrionario apospoérico de tipo Paspalum) y frecuentemente la presencia de
dos 0 mas sacos en el mismo 6vulo (Ortiz et al., 2013). En algunos casos, es posible observar
sacos embrionarios aposporicos junto con sacos embrionarios meiéticos en el mismo 6vulo
(Martinez et al., 2001; Ortiz et al., 2013). La formacion de las semillas apomicticas se completa
con el desarrollo del embrion (2n) por partenogénesis (sin fecundacion) y la formacion del

endosperma luego de la fertilizacién de los nucleos polares (Quarin,1999).

P. notatum constituye un sistema Unico para el estudio molecular de la apomixis y su
uso en el mejoramiento (Ortiz et al., 2013). Al presente, se cuenta con materiales tetraploides
apomicticos obligados y apomicticos facultativos con diferente grado de sexualidad
perfectamente caracterizados, asi como varios individuos experimentales completamente
sexuales (Quarin et al., 2003; Espinoza et al., 2006; Acuiia et al., 2007). Se han generado
numerosos hibridos a partir de cruzamientos experimentales, varios de los cuales presentan
caracteristicas agronémicas sobresalientes (Acufia et al., 2009, 2011; Zilli et al., 2015). Se
dispone de una poblacion sintética tetraploide sexual que es un excelente material para uso
en el mejoramiento (Zilli et al., 2015). La especie cuenta ademas con mapas de ligamiento
genético a los niveles diploide (Ortiz et al., 2001) y tetraploide (Stein et al., 2007), y de
numerosos marcadores moleculares completamente ligados al locus responsable de la
apomixis (Martinez et al., 2003; Stein et al.,, 2004, 2007; Podio etal., 2012a). Estudios
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citogenéticos y de inmunolocalizaciéon indicaron que las razas tetraploides apomicticas
presentan irregularidades meidticas que se transmiten a la descendencia apomictica (Podio
et al., 2012b) y que la regiébn gendmica asociada al caracter se encuentra en un segmento
cromosomico heterocromético, con alto grado de metilacién de citosinas, y que parece haber
evolucionado como un cromosoma sexual (Podio et al., 2014a). La disponibilidad de estos
materiales, sumado a los recursos biotecnol6gicos, genéticos y moleculares generados en los
ultimos afios han convertido a la especie en un modelo natural para determinar las vias claves
que participan del proceso de apomixis en las gramineas, determinar la estructura y evolucion
de los genomas de especies apomicticas y comprender el funcionamiento y evolucion de los
complejos multiploides. Se destacan, ademas las siguientes caracteristicas: i) posee un
genoma de tamafio reducido (valor C = 1,2 pg) (Galdeano et al., 2017); ii) sexualidad y
apomixis coexisten al mismo nivel de ploidia; iii) la especie es perenne y produce una gran
cantidad de semillas y iv) se dispone de técnicas de transformacién genética para la

realizacion de estudios funcionales (Ortiz et al., 2013; Mancini et al., 2014).

Figura 3. Desarrollo de sacos
embrionarios meiobticos y
aposporicos en Paspalum notatum:
a: etapas iniciales del desarrollo de
la antera y primordio del ovario. En
las anteras se observan meiocitos
en estado de tétrada y en el ovario
la diferenciaciéon de la MMC. b:
primordio de ovario en donde se
observa una MMC. c: plano
adyacente del mismo ovario
mostrado en a, en donde se
observa una célula inicial de la
aposporia (Al). ¢ y d: sacos
embrionarios meidtico y aposoérico
al momento de la antesis,
respectivamente. a-c: tomado de
Laspina et al, (2008); d-e:
adaptado de Ortiz et al., (1997) y
Pessino y Ortiz, (2015).
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[.2- Apomixis
[.2.1- Definicién del termino

La palabra apomixis define en su sentido estricto a una forma natural de reproduccién
asexual por semillas que conduce a la generacién de progenies genéticamente idénticas a la
planta madre (Nogler, 1984). El término deriva del griego “apo” que significa falta o ausencia
y “mixis” (unidon o mezcla). En este sentido la palabra apomixis hace referencia a la falta de
union de gametas femeninas y masculinas que ocurre en la reproduccién sexual. Los primeros
estudios del caracter en las plantas superiores son atribuidos a la observacion de una planta
femenina de la especie Alchornea ilicifolia (syn. Caelebogyne ilicifolia) (diclino dioica)
proveniente de Australia, la cual continu6 formando semillas luego de crecer en forma aislada
en los jardines botanicos de los Kew Garden, en Londres, Inglaterra (Asker y Jerling, 1992).
Esta observacion puso al caracter de manifiesto sin que existiese una explicacion para la
época. Paraddjicamente, los primeros experimentos con especies apomicticas fueron
realizados de forma involuntaria por el propio Gregor Mendel en 1868. Mendel analizé los
patrones de la descendencia de cruzamientos entre plantas, aparentemente homocigotas
(“true breeding”), de Hieracium auricula L y no encontré uniformidad en la progenie F4, en total
contradiccién con su primera ley. Por otro lado, al contrario de lo esperado por su segunda
ley, no observé variacion en la generacion F, (Nogler, 1984; Koltunow et al., 2011a). Mendel
atribuyé estos resultados a fallas en la polinizacibn y a una supuesta alta tasa de
autopolinizacién (Asker y Jerling, 1992). Hoy se conoce que H. auricula L. se reproduce por
apomixis de tipo apospoérica con desarrollo autbnomo del endosperma (Koltuvow et al.,
2011b).

La apomixis ha sido observada en al menos 400 especies de plantas que abarcan 35
familias, siendo comudn en las Gramineae, Compositae, Rosaceae y Rutaceae (Nogler et al.,
1984; Hanna y Bashaw, 1987). Este tipo de reproduccion posee numerosas caracteristicas en
comun con la reproduccion sexual por lo cual se considera que habria surgido por una
desregulacion de la via normal del desarrollo debido a la accion de componentes genéticos
y/o epigenéticos (Grimanelli et al., 2003; Koltunow y Grossniklaus, 2003). Histéricamente,
para comprender los mecanismos relacionados con esta forma de reproduccién se la ha
comparado con el proceso sexual de las angiospermas. A continuacion, se describen los

principales aspectos bioldgicos y embriolégicos de ambos tipos de reproduccion.
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I.2.2- El proceso de reproduccién sexual en las angiospermas

El proceso de desarrollo sexual en las angiospermas implica una alternancia ciclica de
generaciones entre un estado esporofitico o diploide multicelular (2n) representado por las
células somaticas de la planta, y un estado gametofitico o haploide (n) representado por los
granos de polen y el saco embrionario (Crang et al., 2018). Durante el proceso de floracién
tiene lugar el desarrollo de la generacion gametofitica. En el mismo, ocurre la meiosis de las
células madres del polen y de la megaspora, en las anteras y ovarios, respectivamente. La
meiosis posibilita la reduccion del contenido de ADN a la mitad y la recombinacion del material
genético entre los cromosomas homalogos. Posteriormente a partir de los meiocitos del polen
(n) y la/s megéspora/s funcional/es (n) en los ovarios, se desarrollan por mitosis la generacion
gametofitica masculina y femenina, representada por los granos de polen maduros en las
anteras y el gametofito femenino o saco embrionario en los ovarios, respectivamente (Asker
y Jerling, 1992; Crang et al., 2018).

El desarrollo del megagametofito femenino consta de dos fases, la
megaesporogénesis que involucra la formacion y maduracion de los productos de la meiosis,
y la megagametogénesis que incluye la division mitética de los productos de la meiosis hasta
la celularizacién y diferenciacion del saco embrionario meiético (SEM) (0 megagametofito). El
proceso comienza en el ovario cuando una célula de la nucela, denominada célula
arquesporial o célula madre de la megaspora (CMM), se alarga y divide por meiosis para
formar cuatro megasporas haploides (n). Por lo general, las tres megasporas del extremo
micropilar degeneran dejando solamente una megaspora funcional, a partir de la cual
comienza la megagametogénesis. En algunos casos la formacién de la pared celular luego de
la segunda divisibn meidtica es arrestada, por lo cual se forma una diada de células, con 2
nucleos haploides cada una. La degeneracion de una de las células de la diada resulta en la
formacion de una megaspora funcional binucleada. En otros casos, no hay formacién de
paredes celulares durante la meiosis y la célula tetra-nucleada es el punto de partida para la
megagametogénesis. Dependiendo entonces del patron de formacion de las paredes
celulares en la meiosis, la megaesporogénesis se clasifica en: monosporica, bispérica o
tetrasporica, respectivamente (Huang y Russell, 1992; Willemse y Van Went, 1984).
Aproximadamente en el 80% de los casos conocidos, los sacos embrionarios se desarrollan
siguiendo la via monospdrica. Estos tipos de microgametogénesis son seguidos por diferentes
formas de megagametogénesis, caracterizadas por diferentes nimeros de mitosis lo cual
conlleva a diversos tipos de sacos embrionarios (Willemse y Van Went, 1984). En el caso mas
comun, a partir de una megaesporogénesis monspadrica, son necesarias tres divisiones
mitoticas, la migracion nuclear dentro del cenocito y la citocinesis para generar un saco

embrionario maduro, formado por 8 nucleos haploides (n) contenidos en siete células: la
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ovocélula, dos sinérgidas, una célula central binucleada y tres antipodas conocido como del
tipo Polygonum (Reiser y Fischer, 1993). Los sacos embrionarios de tipo Polygonum son los
mas abundantes en las especies examinadas, incluido Arabidopsis y maiz. En las gramineas
en particular, los sacos embrionarios presentan el aparato oosférico formado por la ovocélula,
rodeada por dos sinérgidas en el extremo micropilar, sitio por donde ingresa el tubo polinico
en el momento de la fecundacion. Las células antipodales puede sufrir varias divisiones lo cual
resulta en la formacién de una masa de antipodas que puede variar de seis o siete hasta
varias decenas (Reiser y Fischer, 1993). En las especies del género Paspalum el desarrollo
sexual incluye una megasporogénesis monosporica y la megagametogeénesis tipica para la
formacion de sacos embrionarios de tipo Polygonum generalmente con una masa de
antipodas (Ortiz et al., 2013).

El proceso de formacion de gametas masculinas en las anteras se divide en dos
etapas. La microsporogénesis, durante la cual las células madres de las micrésporas,
diferenciadas a partir del tapetum de la antera, se dividen por meiosis para formar cuatro
micrésporas haploides (n). Posteriormente, en la microgametogénesis, cada microspora se
divide por mitosis para formar un grano de polen, conteniendo una célula vegetativa y otra
generativa. La célula méas grande, la célula vegetativa, contiene un nicleo central y citoplasma
con una buena proporcion de organulos como mitocondrias, plastidios, aparato de golgi y
ribosomas, asi como granulos de almidén, gotas de lipidos y proteinas almacenadas dentro
de las vesiculas de membrana del reticulo endoplasmico. La célula generativa generalmente
esta limitada por una membrana plasméatica y estd ubicada completamente dentro del
citoplasma de la célula vegetativa, generalmente esta marcadamente alargada y contiene muy
pocos organulos citoplasmaticos. En la mayoria de los casos, la célula generativa se divide
por mitosis para formar dos nucleos espermaticos dentro del tubo polinico poco después de
interaccionar con en el estigma. En las gramineas esta divisién es prematura, debido a que la
célula generativa migra hacia la regién central del polen, acercandose al nacleo de células
vegetativas y luego se divide por mitosis, originando un grano de polen trinucleado (Willemse
y Van Went, 1984).

La formacioén de la semilla requiere un proceso de doble fecundacion. El polen germina
sobre el estigma de la flor desarrollando un tubo polinico que crece por el estilo y entra al
Ovulo a través de la apertura micropilar. Los nudcleos espermaticos ingresan al saco
embrionario a través de una de las sinérgidas y uno de ellos se fusiona con la ovocélula (n)
para dar origen al cigoto (2n) con una relaciébn genémica materna (m) 1: paterna 1 (p), a partir
del cual desarrollara el embrién y posteriormente el nuevo espordfito (Brink y Cooper, 1940;

Russell, 1992). El otro gameto masculino se fusiona con los nacleos polares para originar el
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endosperma triploide (2n + n) con una relacion gendémica 2m: 1p, que tiene como funcion nutrir
al embrion durante su desarrollo. En cereales como el maiz, la relacion gendémica 2m: 1p es
critica para la viabilidad del endosperma (Koltunow y Grossniklaus, 2003). En las gramineas,
las antipodas proliferan después de la fertilizacion, mientras que degeneran antes o durante
la fertilizacién en otras especies. Finalmente, los tejidos que rodean el gametofito femenino
fertilizado se desarrollan en la cubierta de la semilla (Drews y Koltunow, 2011). Un esquema
simplificado de este proceso se muestra en la Figura 4a.

[.2.3- Distintos tipos de apomixis

La formacién de semillas por apomixis combina al menos tres alteraciones en el
desarrollo sexual normal de las angiospermas: i) la falta de meiosis (apomeiosis) en la
generacién de la célula huevo, ii) la falta de fertilizacién de la célula huevo y el desarrollo de
un embrién por partenogénesis y iii) el desarrollo autbnomo del embrién (apomixis autbgama)
o luego de la fertilizacion de los nucleos polares no reducidos (apomixis pseuddégama), lo cual
conlleva frecuentemente a una desviacion en el balance genémico 2m:1p. (Koltunow y
Grossniklaus, 2003).

La apomixis puede cursar por dos vias diferentes: la esporofitica, también llamada
embrionia adventicia, o la gametofitica. En la primera, los embriones surgen directamente de
células sométicas de la nucela o de los tegumentos del 6vulo, conocidas como iniciales del
embrién (IE). Estas células forman embriones de forma globular que solo pueden
desarrollarse hasta la madurez si se fertiliza el saco embrionario meiotico, ya que comparten
el mismo endosperma que el embrién sexual para nutrirse (Figura 4b). En este tipo de
apomixis pueden producirse semillas con embriones mdultiples y generalmente el embridon
formado en el saco embrionario sexual finaliza su desarrollo y germina junto con el embrién
somatico (Hand y Koltunow, 2014). La apomixis esporofitica esta por lo tanto frecuentemente
asociada a la poliembrionia y es comunmente observada en mango y Citrus (Hand y Koltunow,
2014).

En la apomixis de tipo gametofitica, se forman sacos embrionarios (gametofitos
femeninos) a partir de células no reducidas (2n) (Hand y Koltunow, 2014). De acuerdo con el
origen del saco embrionario y del embrion, la apomixis gametofitica se subdivide en dos
grupos: En la apomixis diplospoérica, el saco embrionario no reducido se forma a partir de la
propia célula madre de la megaspora (CMM) (Figura 4c). En este caso la CMM puede entrar
directamente en mitosis (tipo Antennaria), sin previa reduccion del contenido gendémico, o

sufrir una falla en la meiosis, en la cual no se observa la formacién de quiasmas en la profase
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| y metafase I, por lo cual se reconstituye el ntcleo 2n (Tipo Taraxacum). En ambos casos,
tres sucesivas divisiones mitéticas forman el saco embrionario completo (Koltunow et al.,
2013). Generalmente, los sacos embrionarios diplosporicos conservan la estructura tipica de
los sacos de origen meidtico de tipo Polygonum, con siete células y ocho nucleos (Savidan,
2000). Este tipo de apomixis es comun en especies pertenecientes a la familia Compuestas
(Taraxacum, Erigeron, Chondrilla) y a otras especies como las pertenecientes al género
Boechera (Corral et al., 2013). En la apomixis apospdrica uno o0 mas gametofitos femeninos
no reducidos se forman a partir de células nucelares, que rodean a la legitima CMM,
directamente por mitosis (Figura 4c). A estas células se las denomina iniciales de la aposporia
(IA). En este caso, hay diferentes tipos de desarrollo que conllevan a la formacién de sacos
embrionarios que pueden contar con un himero variable de nlcleos no reducidos. A diferencia
de la diplosporia, en las plantas aposporicas coexisten el proceso sexual y el apomictico en

el mismo individuo y en ocaciones en el mismo 6vulo (Crane, 2001).

Debido a que la apomixis gametofitica concierne fundamentalmente a procesos que
se desarrollan en el 6vulo, el estudio del caracter se basa en la comparacion con la
reproduccion sexual. Actualmente se considera que la apomixis ha evolucionado como un
sistema alternativo a la sexualidad a través de la reformulacién de los programas de desarrollo
del ovario (Grimanelli et al., 2001). Asimismo, se especula que la via apomictica no funciona
completamente en forma independiente de la via sexual, por lo tanto, los genes que la
controlan podrian no ser genes nuevos sino genes que exhiben una regulacion alterada a la
gue presentan en los genotipos sexuales (Ozias-Akins y van Dijk, 2007). Recientemente, se
ha postulado un punto de vista adicional donde se considera que la apomixis y sexualidad
podrian ser polifenismos ancestrales y que ambos fenismos reproductivos involucran
componentes comunes. Los polifenismos se definen como diferentes fenotipos o funciones
gue pueden presentarse en un organismo, en repuesta al ambiente. Los fenismos son
codificados por diferentes combinaciones de genes del mismo genoma. Sefiales metabdlicas
inducidas por el ambiente activan controles superiores que permiten el cambio de un fenismo
a otro, a partir de la reprogramacion de la expresién de genes (Albertini et al., 2019). La
division celular y la formacién de esporas es un ejemplo de polifenismo antiguo que se da en
procariotas. La division de las células procariotas se sucede rapidamente ante condiciones
metabdlicas favorables, en cambio cuando se presenta un estrés, es decir condiciones
desfavorables, se induce el fenismo de produccion de esporas resistentes (McKenney et al.,
2013; Shimkets, 2013). La sexualidad (formacién de esporas haploides, diferenciacion de
gametas y singamia) evolucioné durante la eucariogénesis, desde los procesos procariotas
de recombinacion y produccion de esporas. Los tres componentes principales de la apomixis

(apomeiosis, partenogénesis y desarrollo del endosperma de forma auténoma o pseudégama)
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pudieron haber evolucionado simultdneamente como “inovaciones mit6ticas” del fenismo de
divisién procariota (Carman, 2007; 2011). De acuerdo a esto, la apomixis y la sexualidad
serian caracteres polifénicos ancestrales, sugiriendo de esta manera que los componentes de
la apomixis serian mas antiguos que los de la sexualidad (Tashiro et al., 2017). Actualmente
la apomixis no se manifiesta en eucariotas sexuales obligados, por lo que esta nueva hipétesis
sugiere un posible silenciamiento primitivo del cambio (switch) entre apomixis y sexualidad y/o
la pérdida de la capacidad para producir apomixis (Albertini et al., 2019).

célula madre de la

petalo megaspora (2n)
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anteras
(]
ovario owul ) =
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Figura 4. Esquema de las vias de desarrollo reproductivo sexual y apomicticas en las
angiospermas, a) eventos de formacion de semilla sexual, b) eventos de apomixis esporofitica, c)
eventos de apomixis gametofitica (diplosporica y aposporica) (adaptado de Hand y Koltunow, 2014).
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[.2.4- La apomixis y su importancia en la agronomia.

Estudios prospectivos recientes indican que para el afio 2050, la produccién actual de
alimentos debera incrementarse al doble a fin de hacer frente a las demandas derivadas del
crecimiento poblacional y el ingreso per céapita de los habitantes (Tester y Landrige, 2010).
Este aumento en los niveles de produccion, debera hacerse teniendo en cuenta la
sustentabilidad del sistema, el cuidado del medio ambiente y el proceso de cambio climatico.
El escenario previsto implica la necesidad de implementar cambios sustanciales en los
métodos de cultivo, en la utilizacion de recursos y en los programas de mejoramiento (Tilman
et al., 2011). Una de las alternativas que se plantean para incrementar la produccion agricola,
es el uso masivo de la heterosis, que en algunas especies autbgamas (como arroz y trigo)
puede generar mas del 50% de aumento en los rendimientos (Tester y Landrige, 2010). Las
estrategias propuestas para alcanzar este objetivo incluyen la busqueda de fuentes de macho
esterilidad y/o la utilizacion de OGMs androestériles. Sin embargo, una alternativa superadora

es lograr que los hibridos se reproduzcan asexualmente por apomixis (Pennisi, 2010).

La utilizacion de la apomixis en los cultivos mayores tendria un enorme impacto tanto
en los paises desarrollados como en los paises en via de desarrollo (Vielle Calzada et al.,
1996; Pupilli y Barcaccia, 2012). Los principales beneficios de la transferencia y utilizacion de
esta tecnologia en especies de interés comercial incluyen, i) la fijacion de combinaciones
hibridas y su multiplicacién por semillas, ii) la reduccion del costo en la produccién de semillas
hibridas adaptadas a diferentes nichos ecoldgicos, iii) la propagacién por semillas de especies
que se reproducen de forma vegetativa, lo cual terminarian con el uso de técnicas como el
cultivo de tejidos que demanda mano de obra intensiva, iv) la eliminacién de problemas
fitosanitarios relacionados con la transmision de virus en los cultivos que se propagan de
manera vegetativa y v) la mitigacion del escape de transgenes de los OVGM en cultivos con
apomixis autonoma (Van Dijk y Van Damme, 2000; Spillane et al., 2004; Barcaccia y Albertini,
2013). Estos beneficios hacen que la idea de transferir la apomixis a especies de gran cultivo
sea un objetivo buscado por muchos equipos de investigacion a nivel internacional. Sin
embargo, la transferencia y utilizacion del caracter en especies naturalmente sexuales
requiere aun generar conocimiento basico sobre los genes claves del proceso y sus

mecanismos de control.

En la uUltima década se han realizado avances muy importantes en la elucidacion de
las vias que gobiernan la apomixis (Pupilli y Barcaccia, 2012). A lo largo de estos afios se han
planteado diferentes estrategias para lograr la desregulacion de la reproduccién sexual de
plantas cultivadas con la consiguiente produccion de semilla clonal por apomixis.

Tradicionalmente, las primeras estrategias incluyeron la introgresion de componentes de la
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apomixis desde parientes apomicticos cercanos por metodologias de cruzamientos
convencionales y la incorporacion de genes claves de la via apomictica (identificados en
especies apomicticas naturales) y/o la modificacion de genes de la via sexual a través de

ingenieria genética (Spillane et al., 2004).

La estrategia de introgresion consiste en el cruzamiento entre la planta cultivable
sexual, con especies apomicticas filogenéticamente cercanas, seguida por retrocruzas a favor
de la especie cultivada (parental recurrente) de manera de recuperar el genoma de interés,
mas los determinantes de la apomixis (Savidan, 2000). Si bien este sistema ha sido llevado
adelante con éxito en varias especies de importancia y con humerosos genes de interés
agronémico, en el caso de la apomixis existen una serie de barreras que dificultan su
aplicacion como, por ejemplo, la escasez de especies apomicticas cercanas, efectos
epigenéticos y diferentes niveles de ploidia entre la planta dadora y receptora. Los primeros
experimentos dirigidos a introducir la apomixis a través de cruzas fueron realizados por D.F.
Petrov, cuyo sistema se basaba en cruzamientos interespecificos entre maices tetraploides y
Tripsacum dactiloydes (una especie apomictica diplospoérica) (Petrov et al.,, 1979).
Posteriormente otros grupos de investigacion obtuvieron hibridos interespecificos de maiz-
Tripsacum que se reproducen por apomixis (Kidinger et al., 1996; Savidan, 2000). Sin
embargo, como los hibridos obtenidos luego de una serie de retrocruzas son altamente
estériles, el progreso en la recuperacion del genoma de maiz esta fuertemente asociado con
la posibilidad de generar al menos algunos individuos con sacos embrionarios meiéticos. Una
dificultad adicional consiste en la obligacién estricta de la relacion gendmica 2m: 1p necesaria
para desarrollar el endosperma en maiz, que impide la formaciéon de semilla en los hibridos
(Savidan, 2000). De la misma manera, un programa iniciado a finales de los afios 70’ intentd
transferir la apomixis al mijo (Pennisetum glaucum, sexual) a partir de Pennisetum
squamulatum (una especie apomictica de tipo apospérica) (Hanna et al., 1993). A partir de la
generacién de grandes poblaciones segregantes fue posible detectar individuos parcialmente
macho-fértiles en las retrocruzas, lo cual permitié progresar hasta la generacioén de BC7. Estas
plantas son muy similares al mijo, pero producen un numero bajo de semillas viables,
probablemente debido a problemas asociados con el desarrollo del endosperma (Morgan,
1998). Otro ejemplo de este método es el intento de transferencia de la apomixis desde

Elymus rectisetus a Triticum aestivum (trigo) (Liu et al., 1994)

Con respecto a las estrategias para incorporar la apomixis a cultivos sexuales a través
de métodos de ingenieria genética se destacan dos sistemas complementarios: a) la
busqueda de mutantes de especies sexuales que recrean componentes del fenotipo

apomictico (como por ejemplo, la formacion de gametos femeninos no reducidos, el desarrollo
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partenogenético del embrion y/o el desarrollo autonomo del endosperma) y b) la identificacion
de genes asociados fisicamente o funcionalmente con el caracter en especies apomicticas
naturales (Barcaccia y Albertini, 2013). La combinacion de ambas estrategias ha generado
una lista importante de genes que pueden utilizarse como herramientas para recrear

componentes del proceso (Fei et al., 2019).

El primer sistema se basa en que la desregulacion de la expresién de genes claves
del desarrollo sexual podria permitir la sintesis de novo de componentes de la apomixis
(Spillane et al., 2004). Estudios de mutantes en Arabidopsis thaliana han permitido identificar
genes que participan en diferentes componentes del proceso reproductivo (Hand y Koltunow,
2014; Fei et al., 2019). Trabajos recientes han posibilitado recrear el fenotipo apomictico en
Arabidopsis combinando lineas MiMe (que cambian la divisibn meibtica por la mitética)
(d'Erfurth et al., 2009) con lineas GEM (que permiten eliminar el genoma paterno luego de la
fecundacion) (Marimuthu et al.,, 2011). Asimismo, se logré sintetizar lineas de arroz que
generan semillas clonales a partir de la combinacién de mutantes MiMe con una linea
transgénica que expresa el gen BABY BOOM (OsBBM), un activador de la partenogénesis
(Khanday et al., 2019) y mediante la edicion génica simultdnea de los genes OSD1, PAIR1,
REC8 y MTL, responsables de la meiosis, el apareamiento de los cromosomas homélogos, la
recombinaciéon y la induccion de haploides, respectivamente (Wang et al.,, 2019).
Recientemente, se obtuvo una linea de arroz denominada AOP (Apomicitic Offspring
Producer) capaz de producir descendencia apomictica, a partir de la edicion génica (con la
técnica de CRISPER/Cas) de los genes OsOSD1, OsREC8 y OsSPO11-1 (para recrear el
fenotipo MiMe) y el gen OsSPO11 para inducir la partenogénesis (Xie et al., 2019). Este
trabajo prueba que varios genes diferentes pueden ser modificados para obtener el fenotipo
apomictico y la utilizacién de uno u otro dependera de la eficiencia final que demuestre cada
uno para generar semillas clonales (Xie et al.,, 2019). Aunque hasta el momento estas
tecnologias presentan una capacidad reducida para la formacién de semillas y el mecanismo
inducido no es estrictamente la apomixis, prueban definitivamente que es posible recrear un
sistema de reproduccion asexual via semillas en cultivos mayores. El segundo sistema, ha
logrado indentificar varios genes candidatos que controlan puntos clave del proceso. Los
avances mas destacados se desarrollan en el punto siguiente. Sin embargo, aun no es posible
comprender en su totalidad el fenébmeno de apomixis y alcanzar la eficiencia reproductiva que
exhiben las especies apomicticas naturales ni disponer de un sistema para transferir el

caracter en forma rutinaria.
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|.3- Estudios genéticos y moleculares de la apomixis gametofitica

A excepcion de algunos géneros de gramineas subtropicales, las fresas, frutillas y el
mango, la apomixis no esta presente en especies de gran cultivo, aunque si se ha observado
en parientes cercanos al trigo y maiz (Spillane et al., 2004). Esto implica que los estudios
genéticos del caracter deban realizarse en especies silvestres altamente heterocigotas,
poliploides y poco caracterizadas genéticamente (Catanach et al., 2006). Aunque la apomixis
en angiospermas es un sistema reproductivo heredable, su base genética es compleja, lo cual
no ha permitido aun comprender en su totalidad la regulacion al nivel molecular (Grimanelli,
2012; Brukhin y Baskar, 2019). Tradicionalmente los andlisis citoembriologicos de las plantas
madres y las pruebas de progenies han sido las metodologias mas usadas para determinar el
modo de reproduccién (sexual o apomictico) en especies apomicticas (Marshall y Brown,
1974).

Estudios genéticos en especies apospoéricas como Ranunculus auricomus (Nogler,
1984), Panicum maximum (Savidan, 1982), Pennisetum squamulatum (Ozias-Akins et al.,
1998), Brachiaria brizantha (Pessino et al., 1998), Paspalum simplex (Labombarda et al.,
2002), P. notatum (Martinez et al., 2001) y diplospdricas, Tripsacum dactyloides (Grimanelli et
al., 1998) y Eragrostis curvula (Zappacosta et al., 2019), evidenciaron consistentemente que
los componentes de la apomixis estan controlados por un locus simple, dominante, que en la
mayoria de ellos esté localizado en una regién con baja frecuencia de recombinacion (Hand
y Koltunow et al., 2014). Por otra parte, trabajos realizados en Poa (Albertini et al., 2001; Matzk
et al., 2005), Erigeron (Noyes y Rieseberg, 2000), Taraxacum (Van Dijk y Bakx-Schotman,
2004), Hieracium (Catanach et al., 2006), Hypericum (Schallau et al., 2010) y Potentilla (Ozias-
Akins y van Dijk, 2007) muestran que la apomeiosis y la partenogénesis estan controlados por
factores que segregan de forma independiente. Particularmente, en Hieracium praealtum se
demostré que la apomixis esta controlada por dos loci independientes: Loss Of Apomeiosis
(LOA) y Loss Of Parthenogenesis (LOP). Mientras que LOA es necesario para la apomeiosis
y la supresién de todas las megasporas derivadas de sexualidad (meiosis), la actividad
gametofitica de LOP es necesaria para el desarrollo autbnomo tanto del embrion como del
endosperma (Catanach et al., 2006: Koltunow et al., 2011). Recientemente, se ha determinado
que el desarrollo autbnomo del endosperma en Hieracium/Pilosella y Taraxacum esta
controlado por un tercer locus independiente (AutE) (Ogawa et al., 2013; Van Dijk et al., 2003).
Sin embargo, incluso en estos casos, uno de los loci puede estar en una region de
recombinacion reducida, por ejemplo, el controlador de la partenogénesis en Taraxacum (Van
Dijk, 2009).Teniendo en cuenta el conocimiento generado hasta la fecha, al menos tres genes
mayores controlarian la expresiéon completa del caracter incluyendo la apomeiosis, la

partenogénesis del embridn y el desarrollo del endosperma en forma auténoma o luego de la
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fertilizacién de los nucleos polares no reducidos (Albertini et al., 2010; Conner et al., 2017).
De acuerdo a este modelo, las diferencias en la expresividad de cada componente del
caracter, asi como, las interacciones entre ellos, serian los responsables de la herencia y la
amplia variacion en la manifestacion del caracter incluso dentro de la misma especie (Matzk
et al., 2005).

La disponibilidad de poblaciones segregantes por el modo de reproduccién permitio la
identificacion de marcadores moleculares ligados a la apomixis en varias especies de
gramineas como, por ejemplo: hibridos de maiz-Tripsacum (Leblanc et al., 1995, Kindiger et
al., 1996), Pennisetum (Ozias-Akins et al., 1993, 1998) y Brachiaria (Pessino et al., 1998;
1999). También, se encontraron marcadores de RAPD y AFLP fuertemente ligados al caracter
en P. notatum (Martinez et al., 2003; Stein et al., 2004b, 2007) y Panicum maximum (Ebina et
al., 2005). Asimismo, los marcadores moleculares han sido utilizados para la realizacién de
analisis de progenies y estudios del tipo de herencia en Poa pratensis (Huff y Bara 1993,
Mazzucato et al., 1995), P. notatum (Ortiz et al., 1997; Stein et al., 2004a; Rebozzio et al.,
2012) y P. simplex (Pupilli et al., 2001; Hojsgaard et al., 2011). Estas herramientas permiten
seguir el caracter de una forma sencilla en las progenies e identificar la region genémica

asociada al caracter (Rebozzio et al., 2012).

En los ultimos afos, a partir del mapeo genético y fisico en P. squamulatum (Akiyama
et al., 2004), Hieracium spp (Okada et al., 2011) y P. simplex (Calderini et al., 2006) se ha
logrado reducir la ubicacion genémica de los loci involucrados en el caracter a unos pocos
cientos de kilobases. Recientemente, desde una genoteca en BACs (cromosomas artificiales
de bacterias) se aisl6 una de las secuencias que mapea fisicamente en la regién genémica
especifica de la aposporia (ASGR) de P. squamulatum, la cual corresponde al gen PSASGR-
BBML (Apospory-Specific Genomic Region-BabyBooM-Like) (Conner et al., 2008, 2015).
BBM (BABY BOOM) y BBM-like (BABY BOOM:-like) son genes pertenecientes a una familia
de factores de trascripcion de la familia APETALA2 (AP2) con implicancia en la embriogénesis
somatica (Conner y Ozias-Akins, 2017). La expresion ectdpica de un miembro de la familia
BBM en Arabidopsis condujo a la formacion de embriones somaticos en los cotiledones
(Boutilier et al., 2002). PSASGR-BBML codifica para un factor de trascripcion miembro del
clado BBM-like de la familia APETALA2/ETHYLENE RESPONSE FACTOR (AP2/ERF) de
dominios de unién a ADN. Existen evidencias de que ASGR-BBML juega un rol importante en
la partenogénesis ya que se observo este fendmeno sumado al desarrollo de embrion haploide
en plantas transgénicas de mijo perla, trasformadas con el transgen PSASGR-BBML bajo el

control de su promotor y terminador nativo (Conner et al., 2008, 2015). La expresion de
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PsSASGR-BBML también induce la partenogénesis en arroz y maiz (Conner y Ozias-Akins,
2017; Khanday et al., 2019).

Otros genes candidatos identificados a través de experimentos genéticos son: el gen
HpARI (ARIADNE7) en Hypericum (Schallau et al, 2010) y PsORC3a (ORIGIN
RECOGNITION COMPLEX) en P. simplex (Siena etal.,, 2016). HpARI controlaria la
aposporia, mientras que PsORC3a es un pseudogen que presenta una baja expresion en
genotipos sexuales y se considera un factor genético adicional requerido para la psudogamia
de genotipos apomicticos de Paspalum, que presentan una adaptacién para tolerar la relacion

gendmica 4m: 1p en el endosperma para formar semillas viables (Siena et al., 2016).

Estos estudios abren la posibilidad de identificar otros genes que controlan la apomixis
mediante enfoques equivalentes (Grossniklaus, 2017). A pesar de estos avances, dadas las
caracteristicas genéticas y estructurales de los loci controladores de la apomixis, la
identificacion de los genes clave por medio de técnicas de genética directa han sido
dificultosos. Debido a esto, los estudios transcriptdmicos han tenido gran relevancia en la
identificacion de genes asociados al caracter (Ortiz et al., 2013).

1.3.1- Identificacién de genes asociados a componentes de la apomixis

La consideracién de la apomixis como una desregulacion en la expresion de los genes
involucrados en la via candnica sexual y no como resultado de un nuevo mecanismo
molecular, es una de las teorias que ha tomado mayor relevancia en la Ultima década
(Koltunow y Grossniklaus, 2003). En esta idea se acepta que la sexualidad y la apomixis
siguen vias similares durante el desarrollo del embrién y la semilla. Se cree que en las
primeras etapas de la reproduccién, donde se determina si la formaciéon del saco embrionario
funcional se desarrollard a partir de la meiosis de la CMM o por mitosis de una célula no
reducida, se produce la activacion, modulacion o silenciamiento de genes especificos (Pupilli
y Barcaccia, 2012). Numerosos estudios basados en la deteccion de transcriptos de ARNm
expresados diferencialmente durante el desarrollo reproductivo sexual y apomictico fueron
realizados en especies monocotiledoneas como P. notatum (Pessino et al., 2001; Laspina
et al., 2008; Podio et al., 2014; Ortiz et al., 2017), Pennisetum ciliare (Singh et al., 2007),
Pennisetum squamulatum (Vielle-Calzada et al., 1996), Brachiaria spp. (Leblanc et al., 1997;
Dusi, 2001; Rodrigues et al., 2003; Duarte Silveira et al., 2012), Panicum maximun (Chen et
al., 1999; Yamada-Akiyama et al., 2009), Poa pratensis (Albertini et al.,, 2004, 2005), P.
simplex (Polegri et al., 2010; Siena et al., 2016) y Eragrostis curvula (Cervigni et al., 2008,

Selva et al., 2012, 2017), asi como en dicotiledéneas como, Hieracium (Guerin et al., 2000) y

18



Introduccion

Boechera (Sharbel et al., 2009). Este tipo de analisis presenta la dificultad de que los
materiales utilizados en las comparaciones no constituyen lineas isogénicas que permitan
simplificar la busqueda de genes candidatos, sino que son genotipos naturales (o
experimentales) altamente heterocigotas. (Pessino et al., 1999). A pesar de esto, se
encontraron resultados coincidentes en diferentes especies apomicticas con respecto a
transcriptos diferenciales, pudiendo de esta manera acotar el nUmero de genes relevantes y
asi realizar estudios detallados de su localizacion fisica en el genoma, niveles de expresion y
la localizacion de los transcriptos en los diferentes estadios del desarrollo reproductivo. Entre
la lista pueden citarse a los genes SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR LIKE KINASE
(SERK) y APOSTAR (Albertini et al., 2004, 2005). SERK cumple un rol fundamental en el
desarrollo del saco embrionario de Poa pratensis (Albertini et al., 2005) y presenta expresion
diferencial a nivel espacial en ovarios de genotipos sexuales y apomicticos de P. notatum
(Podio et al., 2014). APOSTART contiene un dominio START de unién a lipidos y se cree que
jugaria un rol importante en la meiosis y en la degeneracién de las megasporas no funcionales
(Albertini et al., 2005). En Poa pratensis APOSTART1 se encontré sobre-expresado en
individuos sexuales en comparacion con apomicticos (Albertini et al., 2005). La expresién del
ortélogo de APOSTART2 en sacos embrionarios maduros y embriones en desarrollo de
Arabidopsis y el fenotipo de los dobles mutantes APOSTART1/APOSTART2 sugiere que este
gen tiene un rol importante en el desarrollo del embrion y de la semilla (Barcaccia y Albertini,
2013). En Boechera holbeii, se ha identificado un candidato asociado a la apomeiosis
femenina y masculina identificado APOLLO (el gen APOmixis Linked LOcus) que se encuentra
sobreexpresado en los 6vulos apomicticos en comparacion a los sexuales (Corral et al., 2013;
Mau et al., 2015) y el gen UPGRADE?Z2 (UPG2) que se sobreexpresa en las anteras de plantas
apomicticas (Mau et al., 2013). APOLLO codifica para una exonucleasa siempre en estado
heterocigota en las plantas apomicticas que posee un polimorfismo de 20 nucle6tidos en la
region no traducida de 5° (Corral et al., 2013). UPG2 codifica para ARNm largo no codificante
gue se asocia a la formacién de polen no reducido (Mau et al., 2013). Asimismo, al comparar
los perfiles transcripcionales de ovarios de Boechera nucelli conteniendo CMM o Al se
identific6 un homologo al gen GRETCHEN HAGEN3.6 (GH3.6) de Arabidopsis,
consistentemente mas expresado en ovarios apomicticos que en sexuales (Zuhl et al., 2019).
Las proteinas de la familia GH3 estan asociadas a la modulacién de la respuesta de auxina.
GHS3 se identificO ademas sobreexpresado en sacos embrionarios de Hieracium praealtum
conteniendo Als, lo cual sugiere un rol importante en la megasporogénesis apomictica
(Juranic et al., 2018).

En el caso particular de P. notatum se han realizado varios andlisis transcriptomicos

para identificar genes asociados a la apomixis en la especie. En un trabajo inicial, se
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compararon los transcriptos expresados en ovarios de genotipos sexuales y apomicticos al
momento de la antesis utilizando la metodologia de differential display (Pessino et al., 2001).
Uno de los fragmentos diferenciales (ARP1), sobreexpresado en flores apomicticas y en
progenies apomicticas Fi, codifica un péptido de 35 amino&cidos que lleva el dominio KSP.
El dominio KSP esta presente en las proteinas de la familia de las kinesinas y proporciona un
sitio de fosforilacion para las cdc2-quinasas que juegan un papel fundamental en el control
del ciclo celular y el desarrollo del endosperma (Vanstraelen et al., 2006; Nowack et al., 2005).
Una busqueda reciente de DELTA-BLAST en la base de datos de NCBI con ARP1 mostr6 una
ID del 66% (valor e 4e%) con la proteina motora KIN-14P del maiz (ID de secuencia:
PWZz37989.1) (Ortiz et al., comunicacion personal). En otro estudio, otros 65 transcriptos con
expresion diferencial entre genotipos apomicticos y sexuales fueron detectados en el estado
de meiosis (Laspina et al., 2008). Varios de ellos mapearon in silicio a una regién genémica
en el cromosoma 2 de arroz que anteriormente se asocié con la aposporia (Pessino et al.,
1998; Pupilli et al., 2004). Por otro lado, el transcripto N2, que mapea a 20 cM de la ACL,
mostrd una gran similitud con el gen LORELEY, asociado a la entrega de gametos masculinos
a la célula huevo en Arabidopsis (Felitti et al., 2011). Asimismo, el fragmento N69 resultd
similar a una S-adenosil-L-metionina metiltransferasa. La extension de este transcripto revelo
una alta homologia con un gen trimetilguanosina sintasa (TGS1), especifico de plantas. El gen
de Paspalum, PnTgsl-like, resultdé expresado diferencialmente en ovarios sexuales en
comparacion con los apomicticos (Siena et al., 2014). Plantas sexuales de P. notatum
transformadas con un vector conteniendo el antisentido de TGS1 bajo un promotor constitutivo
mostraron ovarios con formacion de mudltiples sacos embrionarios al igual que sucede
naturalmente en las plantas apomicticas (Colono et al., 2019). Por su parte el fragmento N46
mostré similitud con un miembro de la familia YODA. La secuencia extendida, renombrada
como QUI-GON JINN (QGJ), se expresa en niveles elevados en la nucela de las plantas
apomicticas, y su inhibicion por medio de ARNi result6é en tasas significativamente reducidas

de formacién de saco embrionario aposporicos (Mancini et al., 2018).

Por otro lado, se realiz6 una comparacion general de los transcriptos expresados a las
tres y 24 h después de la polinizacion de los sacos de embriones meiéticos y apospéricos
utilizando diferentes fuentes de polen empleando la técnica de cDNA-AFLP (Felitti et al., 2015;
Depetris et al., 2018). En estos trabajos se identificaron més de 100 fragmentos expresados
diferencialmente cuando se emplearon plantas apomicticas como progenitores femeninos y
en donde la relacion materno-paterna prevista en el endospermo difirié de 2m: 1p. En general,
los transcritpos expresados diferencialmente mostraron similitudes con genes asociados a
procesos como la transcripcion, la transduccién de sefiales (incluida la proteina quinasa tipo

lectina y la proteina quinasa alfa CK2 alfa 1), crecimiento/division celular, destino y
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almacenamiento de proteinas, regulacion de la expresion génica. Ademas, varias secuencias
diferenciales al inicio del desarrollo del endospermo mostraron una gran similitud con las
proteinas expresadas en respuesta a los cambios en los niveles de ATP extracelular (Felliti et
al., 2015).

Otro de los enfoques radica en la identificacion y caracterizacion molecular de
mutantes para genes implicados en vias clave de la sexualidad como la formacion de la célula
madre de la megaspora (CMM), la embriogénesis y/o la formacion del endosperma. En
Arabidopsis, se han detectado los mutantes dyad/switch que muestran un fenotipo similar a la
diplosporia. En estos mutantes, células adyacentes a la CMM cambian su destino celular e
inician la gametogénesis. Si bien, estos mutantes tienen una alta esterilidad, producen en muy
baja frecuencia descendencia triploide, indicando la funcionalidad de los sacos embrionarios
derivados de células somaticas (Ravi et al., 2008). En maiz, los mutantes ameioticl, un
ortélogo de SWITCH, muestran que la CMM se divide por mitosis en lugar de meiosis
(Pawlowski et al., 2009).

Una de las hipétesis mas aceptadas acerca del surgimiento de las células iniciales de
la aposporia a partir de células nucelares es la existencia de un mecanismo inhibitorio que
solo permitiria a una célula diferenfiarse en CMM en el desarrollo sexual. Mutantes por
insercion de arroz para el gen MULTIPLE SPOROCYTE 1 (MSP1) mostraron un numero
excesivo de esporocitos masculinos y femeninos. MSP1 codifica para una proteina del tipo
quinasa con repeticiones ricas en leucina (LRR-RLK). La funcién de este gen en arroz es
suprimir la esporogénesis en las células circundantes e inhibir la formacion de la pared de

anteras (Nonomura et al., 2015).

Por otro lado, varios estudios respaldan la hip6tesis de que las vias de metilacion de
ADN dependientes de ARN actuan en el control del desarrollo reproductivo de plantas y que
podrian regular la diferenciacion entre apomixis y sexualidad (Grimanelli, 2012). En
Arabidopsis y Tripsacum se han descripto dos mutantes ago9 y ago104, que dan origen a un
mayor numero de células arquesporiales en el 6vulo, indicando que estarian involucradas en
el cambio de destino de células somaticas a células arquesporiales. AGO104 y AGO9
pertenecen a la familia Argonauta (Olmedo-Monfil et al., 2010, Singh et al., 2011). Asimismo,
los mutantes de maiz con pérdida de funcion de dmt102 y dmt103, dos DNA metiltransferasas
implicadas en la regulacion del estado de la cromatina, presentan fenotipos con caracteristicas
similares a los mutantes ago9 y también a la apomixis, con aumento en el nimero de sacos
embrionarios meioticos y presencia de gametas no reducidas (Garcia-Aguilar et al., 2010). La
actividad de pequefios ARN ha sido estudiaba en diversas especies apomicticas naturales,

como Eragostris curvula (Garbus et al., 2019), P. notatum (Podio et al., 2014; Ortiz et al., 2019)
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y Boechera (Amiteye et al., 2011, 2013) por su posible participacion en el control de la
apomixis. En P. notatum ARN pequefios expresados diferencialmente en ovarios de plantas
apomicticas y sexuales sugieren una participacion en la regulacion de la meiosis, control del
ciclo celular, regulacion transcripcional y sefializacion de hormonas (Ortiz et al., 2019).
También en Boechera se identificaron ARN pequefios (miR156/157) con actividad diferencial
entre Ovulos sexuales y apomicticos, el cual es relevante en la regulacién del factor de
transcripcion SPL11 (SQUAMOSA PROTEIN BINDING PROTIEN LIKE 11) (SPL11) (Amiteye
etal., 2011).

|.3.2- Estudios de herencia de la apomixis en especies de Paspalum

Estudios de herencia de la apomixis en especies del género Paspalum fueron
realizados en P. simplex (Pupilli et al., 1997), P. notatum (Martinez et al., 2001; Acufa et al.,
2011) y P. guenoarum (Aguilera et al., 2011, 2015). Los analisis genéticos en estas especies,
en las cuales la apomixis se expresa al nivel tetraploide, fueron impracticables hasta la
disponibilidad de individuos completamente sexuales del mismo nivel de ploidia. Por esta
razon la generacion artificial de éstos materiales fue de vital importancia para la determinacion

de la transmision del caracter en las poblaciones segregantes (Ortiz et al., 2013).

El primer estudio del control de la apomixis en Paspalum fue llevado a cabo por Burton
y Forbes, (1960). Estos autores propusieron que el caracter apomixis en P. notatum estaria
controlado por unos pocos genes recesivos con influencia de factores modificadores. Estos
resultados fueron obtenidos a partir de cruzamientos intraespecificos entre plantas
tetraploides supuestamente sexuales obtenidas a partir de la duplicaciébn cromosémica de
diploides y apomicticas naturales. Sin embargo, la clasificacion del modo reproductivo del
progenitor femenino y de los individuos derivados de las cruzas se realizé mediante
observaciones visuales de la uniformidad de las progenies F,. Probablemente, este método
de evaluacion no result6 efectivo para la clasificacion, debido a que el modelo propuesto no
pudo ser corroborado (Gates et al., 2004). Posteriormente, hacia finales de la década del 90
se generaron experimentalmente nuevos individuos completamente sexuales de P. notatum
(Ortiz et al., 1997) y P. simplex (Céceres et al., 1999) y luego de P. plicatulum (Sartor et al.,
2009). En el primer caso identificaron una planta tetraploide completamente sexual
denominada experimentalmente F131, este individuo fue obtenido a partir de un cruzamiento
entre una planta tetraploide altamente sexual denominada Q3664 (o SWSB), por un dador de
polen apomictico (Q3853). F131 mostré un 100% de sacos embrionarios de tipo meidtico y la
generacion de progenies exclusivamente por sexualidad (Ortiz et al., 1997). Esta planta fue

posteriormente registrada en el banco de germoplasma del IBONE, bajo el cédigo Q4188
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(Quarin et al., 2003). En el caso de P. simplex, se obtuvieron dos individuos tetraploides
completamente sexuales (denominados d1 and d2) mediante el tratamiento de semillas
diploides sexuales con colchicina (Céaceres et al., 1999). En experimentos similares Sartor et
al., (2009) obtuvieron dos individuos tetraploides completamente sexuales (4c-4x y 7d-4x) de
P. plicatulum. Estos primeros individuos tetraploides sexuales fueron empleados como punto
de partida para la generacién de poblaciones segregantes por el modo de reproduccion y la
determinacion de la herencia del caracter, para iniciar programas de mejoramiento y realizar

estudios moleculares.

En P. notatum Martinez et al., (2001), realizaron diversos cruzamientos entre el
genotipo sexual Q4188 y un individuo de la accesién apomictica Q4117 y retrocruzas entre
progenies sexuales y apomicticas. Los analisis de segregacion permitieron determinar que la
aposporia se comporta como un caracter simple dominante (Aaaa), que se trasmite a la
progenie de manera no-mendeliana debido a una distorsion de la segregacion a favor de la
sexualidad. Los autores propusieron que este comportamiento esté probablemente asociado
a un efecto pleiotrépico letal con penetrancia incompleta o a un factor letal parcial ligado a las
gametas masculinas (Martinez et al., 2001). En estudios posteriores, se obtuvieron resultados
similares en cuanto al exceso de progenies sexuales que se manifiesta en una distorsion de
la segregacioén del caracter (Stein et al., 2004; Acufa et al., 2011). Asimismo, se determind
que la aposporia puede estar relacionada con reordenamientos cromosomicos (inversiones o
translocaciones) y anomalias meiéticas que podrian causar cierto grado de letalidad a los
productos de la meiosis que llevan el locus de la aposporia, asi como también supresion de
la recombinacion (Stein et al., 2004; Podio et al., 2012b). En el caso de P. simplex, se utilizo
una poblacion de mapeo generada a partir del cruzamiento entre un individuo tetraploides
sexual (d2) con un apomictico natural. El analisis genético mostré que la apomixis esta bajo
el control de un solo alelo dominante con distorsién de la segregacién a favor de la sexualidad
y que la regiébn genémica asociada esta relacionada con un segmento telomérico del brazo
largo del cromosoma 12 del arroz (Pupilli et al., 2001). Por su parte, en especies del grupo
Plicétula, la herencia y expresividad de la apomixis fue analizada mediante cruzamientos inter-
especificos entre un clon sexual (4PT) de un tetraploide inducido por colchicina de P.
plicatulum (c4-4x) y una planta apomictica de P. guenoarum (GR19). Se obtuvieron
poblaciones F1, F» y tres poblaciones de retrocruzamiento (BCs). El modo reproductivo de las
plantas experimentales fue determinado por citometria de flujo de semillas y observaciones
citoembrioldgicas. Los andlisis determinaron que apomixis es transmitida por el polen de P.
guenoarum como un factor dominante mendeliano simple (Aaaa), mientras que la sexualidad
requiere una condicion recesiva nuliplexa (aaaa) para el/los factores determinantes del

cardcter (Aguilera et al., 2015).
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1.3.3- Identificacidn del locus responsable de la apomixis en gramineas

El uso de marcadores moleculares, entre otras técnicas de biologia molecular han
generado una cantidad considerable de informacion acerca de las bases moleculares que
controlan la apomixis y la localizacién del locus asociado al caracter en especies de
gramineas. Marcadores moleculares ligados a la aposporia fueron detectados en Pennisetum
(Ozias-Akins et al. 1993, 1998), Cenchrus (Gustine et al., 1997, Roche et al., 2001, Jessup et
al., 2002), Brachiaria (Pessino et al., 1997, 1998) y Paspalum spp. (Pupilli et al., 2001,
Martinez et al., 2003; Stein et al., 2007; Rebozzio et al., 2010). Los mismos han sido utilizados
para la identificacion la region gendémica especifica que gobierna al caracter a partir de
estudios de mapeo comparativo (Pupilli et al., 2001, 2004) y/o mediante experimentos de FISH
como por ejemplo en Pennisetum squamulantum y Cenchrus ciliaris (Akiyama et al., 2004;
Goel et al., 2003), P. simplex (Podio et al., 2014) y P. notatum (Podio et al., 2013).

Los resultados obtenidos en varias especies apuntan al hecho de que la aposporia
esta controlada por un locus Unico que podria comprender un grupo de genes ligados que
funcionan como una sola unidad genética y que se transmiten juntos a causa de una supresion
en la recombinacién (Grimanelli et al., 1998, Grossniklaus et al., 2001, Ozias-Akins et al.,
2003, Pupilli et al., 2004, Stein et al., 2004, 2007). Estos resultados en los patrones de
segregacion son coincidentes con lo observado en varias especies apomicticas como P.
simplex (Pupilli et al., 2001), Pennisetum squamulatum, Tripsacum dactyloides y Brachiaria
decumbens (Grossniklaus et al., 2001) lo que podria constituir una caracteristica comun de la
region genémica que controla el caracter en estas especies. En Pennisetum Ozias-Akins et
al., 1998 encontraron 12 marcadores moleculares (11 SCARs y 1 STS) que segregaron
estrictamente ligados con la apomixis, detectando una regién hemicigota con supresion de la
recombinacion, presente solo en los individuos apomicticos, denominada como Region
Genomica Especifica de la Aposporia (apospory specific genomic regiéon - ASGR).
Posteriormente, se demostr6 que varios de estos marcadores mostraban el mismo
comportamiento en Chenchurs ciliaris (Roche et al., 1999). En P. notatum el Locus
Responsable de la Apomixis (apomixis controlling locus ACL) fue localizado en un grupo de
ligamiento de aproximadamente 25 cM donde se asignaron 25 marcadores moleculares
(RADP, RFLP y AFLP), 15 de los cuales cosegregaron estrictamente con el caracter (Stein et
al., 2007). Considerando el contenido de ADN del genoma haploide (c-value= 0,575pg)
determinado a través de citometria de flujo en citotipos diploides (Jarret et al., 1995) y el
namero de marcadores mapeando en el ACL, este bloque podria tener alrededor de 36 Mpb
(Stein et al.,, 2007). Esta regidbn genOmica muestra una marcada supresion de la
recombinacion y apareamiento preferencial de cromosomas (Martinez et al., 2003, Stein et

al., 2004). Las causas de la ausencia de recombinacién son discutidas, una de las hipétesis
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se refiere a su localizacion fisica cercana a regiones heterocromaticas como por ejemplo areas
pericentroméricas o periteloméricas (Ozias-Akins et al., 1998; Pupilli et al., 2001). En P.
notatum estudios citogenéticos realizados en la microesporogénesis de un genotipo sexual de
(Q4188) y uno apomictico (Q4117) detectaron en este ultimo, bivalentes rezagados luego de
la metafase | y presencia de puentes de cromatina. Estas anormalidades meidticas solo se
observaron en el genotipo apomictico (Q4117) y se atribuyen a reordenamientos genéticos de
uno de los cromosomas que podrian corresponder a una inversion paracéntrica situada cerca
del centromero (Stein et al., 2004, Podio et al., 2012).

Con respecto a la localizacion fisica de la regién que controla la apomixis, Goel et al.,
(2003) fueron los primeros en intentar localizarla en Pennisetum squamulatum y Cenchrus
ciliaris. Los resultados de este analisis permitieron concluir que existe un Gnico cromosoma
conteniendo al locus responsable de la aposporia que esta ausente en los genotipos sexuales.
Sin embargo, P. squamulatum podria presentar secuencias homélogas en otro cromosoma
(Akiyama et al., 2004). Por otro lado, se determiné que el ASGR de estas especies se
encuentra en regiones cercano a zonas ricas en heterocromatina (Akiyama et al., 2004). En
P. simplex se aislé un clon de BAC (346H10) que posee secuencias 100 % ligadas a la
aposporia. Hibridaciones FISH con dicho clon (346H10) determinaron que el ACL se halla en
una regién no pericentromeérica (Calderini et al., 2006). Asimismo, en P. notatum experimentos
de hibridacion FISH utilizando el mismo BAC sobre meiocitos de los genotipos Q4117
(apomictico) determinaron que el ACL se encuentra localizado en la region distal de un
cromosoma préximo a regiones heterocromaticas el cual segrega a un Unico polo en anafase
| (Podio et al.,, 2014). Por otro lado, las hibridaciones del genotipo sexual (Q4188) no
mostraron sefiales de hibridacién significativas, por lo cual se sugiere que es un locus

hemicigota de la regién analizada (Podio et al., 2014).

[.3.3.1- Estudios de mapeo comparativo y caracteristicas del ACL en especies de
Paspalum

Numerosos trabajaros coinciden con el hecho de que la reproduccién apomictica en
Paspalum esta controlada por un Unico locus dominante que cuando esta presente confiere
casi el 100 % de la aposporia, un grado variable de partenogénesis y la capacidad de formar
endosperma con una relacion de genoma materno:paterno de 4:1 (Caceres et al., 2001,
Martinez et al., 2001, 2003; Pupilli et al., 2004; Stein et al., 2004). Es probable que estos tres
componentes de la apomixis sean heredados como un bloque conjunto, ya que hasta el
momento no se han documentado eventos de recombinacion en estos caracteres (Ortiz et al.,

2013). Debido a estas caracteristicas genéticas sumadas al gran tamafio de la region asociada
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(ACL) y a la carencia de un genoma de referencia, la utilizacién de estrategias de genética
directa para la identificacion de los genes que controlan el caracter son de dificil
implementacion y de resultado incierto. Por esto, una alternativa es intentar abordar el tema

por estudios de mapeo comparativo y andlisis de expresion de genes relacionados.

La genética comparativa hace referencia a la comparacion estructural y funcional entre
genomas con el fin de estimar similitudes y diferencias entre las organizaciones biolégicas
(Gale y Devos, 1998). La investigacion en genética comparativa tiene varios objetivos: 1)
comparar la organizacion de genomas relacionados e inferir los procesos basicos de la
evolucién de los genomas, 2) transferir informacion de especies modelo a organismos
relacionados menos caracterizados, y 3) integrar informacién sobre la ubicacién y expresiéon
de genes entre especies (Sorrells et al., 2003). Los analisis de genética comparativa han
mostrado la existencia de conservacion en el contenido (sintenia) y orden génico

(colinealidad) en los genomas de diferentes especies de plantas y animales.

En gramineas, los primeros analisis comparativos de genomas se realizaron a través
de la utilizacién de sondas RFLP y empleando como referencia el genoma de arroz, debido a
que posee un tamafio relativamente pequefio (aproximadamente 400Mb) en comparacion con
otras especies de gramineas como maiz (2.400Mb) (Devos y Gale, 1997). En estos estudios
los términos colinearidad y sintenia hacen referencia a la conservacion del orden de
genes/locus en un segmento cromosémico y a la presencia de regiones cromosémicas
conservadas que derivan de un antecesor comun, respectivamente (Devos y Gale, 1997). El
término "sintenia" esta siendo Ultimamente reemplazado por "ortologia" para referirnos a
segmentos cromosomicos o loci génicos conservados en distintas especies provenientes de
un mismo ancestro comun (Passarge et al., 1999). A pesar de la gran diferencia en el nivel de
ploidia, el namero de cromosomas y el contenido de ADN (valor C), estos trabajos
reconocieron que los genomas de gramineas mantienen un alto grado de macro-sintenia y
colinealidad (Gale y Devos, 1998), y posteriormente se demostrd6 también un nivel
moderadamente alto de micro-sintenia (conservacion a nivel de genes) (Tarchini et al., 2000;
Keller y Feuillet, 2000). Estudios de mapeo genético en trigo, maiz, arroz y otras especies de
gramineas con sondas de ADN comunes han revelado una conservacion notable del
contenido y el orden de los genes por mas de 60 millones de afios después de la diferenciacion
de las Poaceae. (Devos y Gale, 1998). Asimismo, Paterson et al., (1996) predijeron que entre
el 43% y 58% de la extension cromosomal permanecio colineal a lo largo del periodo evolutivo
que separa las monocotiledéneas de las dicotiledoneas. Andlisis posteriores determinaron que
la colinearidad presente en grandes segmentos cromosomales no necesariamente se

mantiene al nivel de secuencias (microcolinearidad) (Li y Gill, 2002).
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Estudios de mapeo comparativo mediante la utilizacién de sondas de RFLP de arroz
permitieron conocer las relaciones sinténicas entre segmentos cromosomicos de éste y el
locus responsable de la apomixis en varias especies de Paspalum (Figura 5). Ademas, se
determind que existe una estrecha relacion del ACL entre varias especies del género (Ortiz et
al., 2013). Utilizando sondas heterdlogas Pupilli et al., (2001) identific6 un conjunto de
marcadores posicionados en la region distal del brazo largo del cromosoma 12 de arroz, que
segregaron estrictamente con la apomixis en P. simplex, lo mismo fue observado en P.
malacophyllum (Hojsgaard et al., 2011). Resultados similares se obtuvieron en P. notatum,
donde se detectd, ademas, sintenia del ACL con el cromosoma 2 de arroz y los cromosomas
3y 5 de maiz (Martinez et al., 2003; Pupilli et al., 2004; Podio et al., 2012a). Los resultados
del andlisis de las secuencias derivadas de marcadores (RAPD, AFLP y RFLP)
completamente ligados al ACL mostraron similitud con transposones y retrotransposones, asi
como con secuencias de copia simple codificantes y no codifcantes. Entre estas Ultimas se
detectaron secuencias asociadas: a proteinas hipotéticas, una proteina ribosomal, una
proteina con dominio KH y con una peptidil-prolil cis-trans isomerasa. Posteriormente, la
extension de uno de los marcadores por caminata cromosomal posibilitd la identificacién de
una secuencia similar a una metiltransferasa de tipo MT-A70 (N6-adenosine-
methyltransferase MT-A70-like protein) (Podio et al., 2012a).

I:] = Region conservada

C901 C901 C901
2.2¢cM
C1759 C1759 C1759
4.3cM
C996 C996 C996 / €996

5.8 cM APO

em180 em180 em180
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C1069 c1069 |\\ Cc1069 108
0-3cM |\ __Ca54 Q Cas4
R2241 R2241 R2241
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O. sativa P. procurrens P notatum
P. simplex P. malacophyllum Marcadores conservados

Figura 5. Mapeo comparativo de la region asociada a la apomixis en cuatro especies de
Paspalum, y su relacién con un fragmento homedlogo del cromosoma 12 de arroz. Los marcadores
incluidos en el area resaltada estan conservados y vinculados a la apomixis en las cuatro especies de
Paspalum consideradas (tomado de Ortiz et al., 2013).
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Se ha determinado que la organizacion estructural del bloque cromosémico que lleva
los genes de la apomixis incluye la acumulacién de elementos transponibles, elementos
repetitivos y pseudogenes (Pupilli y Barcaccia, 2012). La determinacion de la estructura
genética del ACL podria proporcionar informacion clave sobre los genes que regulan
componentes de la apomixis. En P. squamulatum (Akiyama et al., 2004), C. ciliaris (Conner et
al., 2008) y P. simplex (Calderini et al., 2006, 2011) esta tarea se ha intentado a través de
secuenciacién de clones de BAC que contienen marcadores moleculares completamente
ligados a la aposporia. A partir de una genoteca de BAC de P. simplex se aisl6 el clon 346H10
gue contiene secuencias 100 % ligadas a la aposporia en la especie, el 10 % de las cuales
son no codificantes, 13 % estan relacionadas con transposones y retrotransposones, y el 4 %
tienen una elevada homologia con genes conocidos (Calderini et al., 2006). Dos sectores
codificantes resultaron homdélogos a los dominios EXS y PKD (dominio de proteina quinasa)
(Calderini et al., 2006). Un andlisis comparativo con las bases de datos de arroz mostré que
los mismos eran similares a genes de Oryza sativa que se localizaban en la regién distal del
brazo largo del cromosoma 12, junto a secuencias de marcadores de RFLP (C1069, C454,
R2241), que ya han sido informados como 100% ligados a la aposporia en diferentes especies
de Paspalum (Pupilli et al., 2004; Hosjgaard et al., 2011). P. simplex, P. malacophyllum y P.
procurrens comparten al menos un fragmento ligado a la apomixis representado por las
sondas PSEXS (R2241), C1069, C996A y R1759, que abarcan una region cromosomica de
13 cM (1.675 kb) en arroz. Esta region se reduce en P. notatum a un segmento de 5,8 cM en
la que solo dos marcadores de los mencionados anteriormente (C996A y C1069) se
encuentran conservados lo cual restringe la region del mapa genético de arroz que a una
distancia fisica de alrededor de 1.062 kb. Esta region gendmica de Paspalum (delimitada por
los dos marcadores C1069 y C996) probablemente incluya determinantes genéticos clave de
la reproduccién apomictica. Este enfoque de mapeo comparativo es conceptualmente similar
al mapeo por delecion (deletion mapping) empleado por Catanach et al., (2006) en Hieracium.
En el caso de Paspalum spp. supone gue las deleciones espontaneas ocurridas durante la
especiacion podrian haber descartado los genes que no son imprescindibles para la
reproduccion apomictica. Este tipo de andlisis contribuydé a reducir el tamafio del ACL,
vinculado a la apomixis en varias especies. El andlisis de las secuencias génicas presentes
en este segmento de arroz mostrd genes con anotaciones posiblemente relacionadas al modo
de reproduccion. Entre ellas se encuentran: i) el LOC_0s12g40890 (proteina inducida por
auxinas), ii) el LOC_0s12g41060 (proteina con dominio AP2), iii) el LOC_0s12g42160
(cinesina) y iv) LOC_0Os12g40770 (anquirina-1) (Hojsgaard et al.,, 2011), v) el
LOC_0s02g52290.1 (una peptidil-prolil cis-trans isomerasa (PPlasas) de tipo FKBP; vi) el
LOC_0s12g40560.1 (una proteina con dominio KH) y vii) LOC_0s02g45110.1 (una N6-

adenosina metiltransferasa del tipo MT-A70) (Podio et al., 2012). Dadas éstas anotaciones y
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con el objetivo de profundizar los estudios derivados del mapeo comparativo, en esta tesis se
estudiaron los posibles génes ort6logos (de P. notatum) correspondientes a la anquirina-1, la
proteina inducida por auxinas y a la proteina con dominio AP2. Las principales caracteristicas

de las familias génicas que incluyen a estos miembros se describen a continuacion.

I.4- Familia de genes con repeticiones Anquirina (ANK)

Como fue descripto previamente, los estudios de mapeo comparativo del ACL en
varias especies de Paspalum determinaron que uno de los genes predichos
(LOC_0s12g40770) localizados en el segmento del cromosoma 12 del arroz, ubicado entre
los marcadores C1069 y C996 (sinténico al ACL), codifica para una proteina con repeticiones
anquirina (Ankyrin-1) (Hojsgaard et al., 2011). De acuerdo al atlas de expresion del Rice

Genome Annotation Project (http://rice.plantbiology.msu.edu/index.shtml), este gen muestra

un pico de expresion en tejidos reproductivos de arroz. Ademas, es de destacar que una
proteina con repeticiones ANK fue asociada a la apomixis en estudios de expresion realizados
con cDNA-AFLPs en Poa pratensis (Albertini et al., 2004). Estos autores encontraron que uno
(EST #60) de los 179 fragmentos expresados diferencialmente entre flores apomicticas y
sexuales, mostré6 un 71% de identidad (e-value = 7e~’) con una proteina quinasa de
Arabidopsis con repeticiones de anquirina del tipo RING finger (ANK-RF); 81% (e-value = 3e
) con un EST expresado en pistilos apomicticos de Pennisetum ciliare (Jessup et al., 2003)
y 88% (e-value 7e %) con un EST expresado en embriones de Hordeun vulgare un dia
después de la polinizacion (Albertini et al., 2004). Estudios de expresion del EST #60 en
distintos momentos del desarrollo floral de P. pratensis mostraron un pico de expresion en el
estadio de premeiosis, luego de lo cual disminuye (en postmeiosis y antesis) en ambos
genotipos, pero con mayores niveles en las flores apomicticas (Albertini et al, 2004). La
extension de este fragmento por experimentos de 5 y 3' RACE permitieron obtener una
secuencia de 2.501 nt (que incluye 300 nt del 5' UTR y un ORF de 1.845 nt que codifica para
una proteina de 614 aminoacidos y 356 nt del 3' UTR) (Genbank AJ810709). El andlisis de
BLAST de esta secuencia determiné la presencia de un dominio DUF248 que se encuentra
en muchas enzimas del tipo metiltransferasas (Albertini et al., 2004). La proteina predicha
muestra una alta homologia con proteinas de la familia S-adenosil-L-metionina (SAM o
AdoMet) -metil transferasa de Arabidopsis (AT1G26850, AT4G18030, AT4G1040,
AT1G33170, AT2G45750, AT2G43200 y otras) y arroz (Os02t0675700-01 Os03t0379100,
0s09t0415700, 0Os10t0569300, 0Os11t0601600 y otras). Las enzimas del tipo SAM-
metiltransferasas, utilizan al donante SAM como cofactor para metilar proteinas, moléculas

pequefias, lipidos y acidos nucleicos (Roje, 2006). Todas las SAM-MTasas contienen un

29


http://rice.plantbiology.msu.edu/index.shtml

Introduccion

dominio de union a SAM estructuralmente conservado y participan de practicamente todos

aspectos del metabolismo y desarrollo de las plantas (Moffatt y Weretilnyk, 2001).

Las proteinas con repeticiones anquirinas corresponden a una de las mayores
superfamilias de proteinas conocidas en todas las especies, incluidas las plantas (Vo et al.,
2015). Las proteinas con repeticiones de anquirinas fueron descriptas inicialmente por
Breenden y Nasmyth, (1987), como secuencias de 33 aminoacidos repetidas en tdndem
presentes en dos genes (Swi6 y Cdcl02) reguladores del ciclo celular de levadura.
Repeticiones semejantes también fueron observadas en la proteina de sefializacion NOTCH3
de Drosophila melanogaster. Posteriormente, se describieron 24 copias de esta misma
repeticién en una proteina humana denominada ANQUIRINA, relacionada con el citosqueleto,
a partir de la cual se le dio nombre a la repeticion (ANK) (Lux et al., 1990). Este dominio
proteico es uno de los mas comunes debido a que se encuentra ampliamente distribuido en
una gran variedad de organismos que van desde los virus al humano (Sedgwick y Smerdon,
1999). El hecho de que este motivo esté conservado en organismos tan distantes
evolutivamente indica que cumplen un papel importante en procesos basales del metabolismo
(Sedgwick y Smerdon, 1999). Las repeticiones en tdndem se encuentran generalmente de
cuatro a seis veces, aunque la cantidad puede variar desde una a 30 (Mosavi et al., 2004). La
estructura tridimensional de las proteinas con dominio ANK consta de dos hélices-a
antiparalelas conectadas por una serie de motivos B-hairpin invertidos. Un andlisis de la
conservacion de los aminoacidos revel6 que el consenso de residuos es esencial como
determinante estructural del motivo ANK y que los aminoacidos no conservados, usualmente
ubicado en la region B-horquilla/bucle y a-helix, son responsables del reconocimiento de la
interaccion con otras proteinas (Vo et al., 2015). El plegamiento de las repeticiones ANK juega
un rol importante para la variedad de funciones que cumple (Chakrabarty y Parekh, 2014).
Ademas, se ha demostrado que una sola repeticion ANK no es capaz de plegarse si no forma
una interface con otra repeticion, por lo que la unidad minima para su funcionamiento es de
dos repeticiones (Zhang y Peng, 2000). Se sabe que las repeticiones ANK median en las
interacciones proteina-proteina (Michaely y Bennett, 1992; Li et al., 2006) y ademas actuan
como chaperonas moleculares (Shen et al., 2010). Al parecer los genes ANK estan

conservados a nivel estructural més que a nivel funcional (Bork, 1993).

Las proteinas ANK reportadas en plantas se clasifican en 13 subfamilias basadas en
diferentes dominios acompafiantes, identificados a través de numerosos estudios de
estructura de genoma y perfiles de expresion de genes (Vo et al., 2015). Dado que el dominio
ANK por si mismo no tiene actividad enzimatica o funcion especifica, su cooperaciéon con

dominios adicionales es crucial en la determinacion de la funcion distintiva de las proteinas
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que las llevan (Vo et al., 2015). En las plantas, este tipo de proteinas est4 generalmente
involucrada en procesos fisiolégicos y del desarrollo como: la sefializacion y el crecimiento
(Yuan et al., 2013), la diferenciacién de plastidos (Garcion et al., 2006), la embriogénesis
(Albert et al., 1999), la biogénesis de cloroplastos (Bae et al., 2008), la formaciéon de grana
(Cui et al., 2011), la morfogénesis foliar (Ha et al., 2004), la germinacion del polen y el
crecimiento polarizado del tubo polinico (Huang etal., 2006). Asimismo, proteinas con
repeticiones ANK fueron asociadas al desarrollo floral en arroz (Huang et al., 2009). Ademas,
se ha observado que estas proteinas juegan un papel importante en respuesta a estreses
biéticos y abibticos como, la tolerancia a la sequia (Sakamoto et al., 2013), la regulacion
mediada por ABA de los niveles de las especies reactivas del oxigeno producidas bajo estrés
salino (Sakamoto et al., 2008), y varias enfermedades de plantas (Lu et al., 2005), incluidas

las generadas por hongos (Mou et al., 2013).

La disponibilidad de datos genomicos junto con el desarrollo de los andlisis
bioinformaticos ha llevado a investigar exhaustivamente la familia de genes ANK en plantas
como, Arabidopsis (Becerra et al., 2004), arroz (Huang et al., 2009), maiz (Jiang et al., 2013),
tomate (Solanum lycopersicum) (Yuan et al., 2013), Physcomitrella patens (Mahmood y
Tamanna et al., 2016) y soja (Zhang et al., 2016). EI numero de genes, el niumero de
repeticiones y las asociaciones con diferentes dominios varian considerablemente entre

especies (Tabla 1).

En arroz, Huang et al., (2009) observaron que el numero de genes OsANK dispuestos
en tandem era mucho mayor que el de aquellos involucrados en los eventos de duplicacion
de segmentos cromosémicos. Por lo tanto, sugieren que las OsANK representan una gran
familia génica que evoluciona rapidamente. Ademas, postulan que las duplicaciones en
tandem de regiones cromosémicas podrian haber jugado un papel clave en la expansion de
esta familia de genes. Este fenbmeno también se observé en algunas otras familias de genes
de arroz como la familia F-box (Jain et al., 2007). Curiosamente, se encontré que en arroz la
mayoria de los genes duplicados en tandem pertenecen a las subfamilias ANK-M, ANK-TM y
ANK-TPR, lo que explica la gran cantidad de miembros pertenecientes a estas tres
subfamilias, especialmente a la subfamilia ANK-TPR. Dado que los miembros de ANK-TPR
(22 miembros) en arroz son mucho mas que los presentes en la misma subfamilia de
Arabidopsis (solo un miembro), maiz (dos miembros) y tomate (cuatro miembros), se supone
que ANK-TPR en arroz podria haber sufrido multiples eventos de duplicacion para ganar

miembros durante el proceso de evolucién (Huang et al., 2009).
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Tabla 1. Caracteristicas y distribucion de las subfamilias ANK en cuatro especies de plantas*
(tomado de Vo et al., 2015).

Subfamilias ** Descripcion Arroz Maiz Arabidopsis Tomate
ANK-M Proteinas ANK solo con repeticidon anquirina 73 30 18 26
ANK-TM Proteinas ANK transmembrana 37 15 40 25
ANK-TPR Proteinas ANK con repeticion TPR o PPR 22 2 1 4
ANK-RF Proteinas ANK con un dominio RING finger 9 9 5 7
ANK-ZF Proteinas ANK con un dominio zing finger 7 3 6 8
ANK-BTB Proteinas ANK con un dominio BTB 6 2 7 7
ANK-IQ Proteinas ANK con un motivo de unién calmodulin 4 1 4 7
ANK-PK Proteinas ANK con actividad quinasa 4 4 7 9
ANK-BPA  Proteinas ANK con dominio ARF GTPasa-activating 3 2 4 4
ANK-IT Proteinas ANK con un proteina canal de K* 0 0 6 7
ANK-GPCR  Proteinas ANK con un dominio GPCR-chaperonel 0 0 0 4
ANK-MS Proteinas ANK con un dominio motile-sperm 1 0 0 4
ANK-O Proteinas ANK con otros dominios 9 3 7 15
Numero total de genes 175 71 105 130

*Esta informacion fue extraida de arroz (Huang et al., 2009), maiz (Jiang et al., 2013), Arabidopsis (Becerra et al.,
2004) y tomate (Yuan et al., 2013).

*TM, dominio transmebrane; TPR, tetratricopeptide repeats; RF, dominio RING finger domain; ZF, domini zinc
finger; BTB, dominio BTB/POZ; IQ, dominio calmodulin-binding; PK, dominio S_TKc o Pkinase-Tyr; BPA, dominios
BAR, PH, y ArfGAP; IT (ion trans), dominio transmembrane, cyclic nucleotide-binding y KHA; GPCR, dominio
GPCR-chaperonel; MS, dominio motile-sperm; O, otros dominios.

En plantas, las primeras caracterizaciones moleculares y funcionales de genes
codificantes para proteinas con repeticiones anquirina (ANK) fueron realizadas en
Arabidopsis. La primer proteinas ANK reportada en la especie fue AKR, la cual es regulada
por la luz y juega un rol importante en la diferenciacion celular y el desarrollo (Zhang et al.,
1992). Ademas, se observo que la sobreexpresion del ARN sentido o antisentido del gen AKR
produce un fenotipo clorético y que AKR2A forma parte de la biogénesis de la proteina de la
envoltura externa de cloroplastos (Bae et al., 2008). BOP1 es otro de los genes ANK presente
en Arabidopsis, esencial para la morfogénesis de hoja (Ha et al., 2004). EMB506 es una
proteina crucial para la embriogénesis de Arabidopsis, la misma contiene cinco repeticiones
anquirina ubicadas en tandem en la mitad del extremo C-terminal (Albert et al., 1999). Estudios
posteriores demostraron que EMB506 interacciona, a través de los dominios ANK, con la
proteina AKRP codificada por AKR. Ambas proteinas EMB506 y AKRP son esenciales en la
diferenciacion plastidica, relacionado con la diferenciacion celular, morfogénesis y
organogénesis durante el ciclo de vida de la planta (Garcion et al., 2006). TIP1 es un gen ANK
presente en Arabidopsis, codificante para una proteina S-acil transferasa que afecta el
crecimiento celular durante toda la vida de la planta (Hemsley et al., 2005). Yu et al., (2010)

informaron que la proteina ANK6 con repeticiones anquirina es esencial para la fertilizacion,
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especificamente en el reconocimiento de gametas en Arabidopsis. Se observaron niveles
altos de expresion de ANK6 (At5g61230) en gametdfitos masculinos y femeninos antes y
durante la fertilizacion. Ademas, la pérdida de funciébn de ANKG6 resulta en letalidad
embrionaria. ANK6 se localiza en la mitocondria donde interactia con SIG5, un factor de

trascripcién previamente reportado como esencial para la fertilidad (Yu et al., 2010).

Por otra parte, en Lilium longiflorum LIANK (gen ANK) es fundamental para
germinacion del polen y el crecimiento del tubo polinico. Se observé que la sobre-expresion
de LIANK causa un crecimiento anormal del tubo polinico, mientras que el silenciamiento de
este gen mostré una disminucion del crecimiento polarizado del extremo del tubo polinico
(Huang et al., 2006). MjXB3 (E3 UBIQUITIN LIGASE) es un gen que codifica para una proteina
con repeticiones ANK de la subfamilia ANK-RF asociado al desarrollo floral de Mirabilis jalapa
y Petunia corollas. Los niveles de expresion de este gen fueron muy elevados en pétalos de
flores senescentes de Mirabilis jalapa. Resultados similares se observaron en Petunia corollas
cuando el silenciamiento de MjXB3 produjo una extensién de dos dias en la vida de las flores
(Xu et al., 2007).

En arroz, andlisis preliminar con mutantes de ADN-T revelaron que. dos genes ANK
de arroz, pertenecientes a la subfamilia ANK-TPR, similares a AtTPR10 de Arabidopsis
(Prasad et al., 2010; Paeng et al., 2020), mostraron fenotipos letales (Jeon et al., 2000). Estos
resultados sugieren un papel crucial de estos genes en el crecimiento y desarrollo del arroz
(Vo et al., 2015). Asimismo, seis genes ANK de arroz pertenecientes a la misma subfamilia
(ANK-TPR) presentaron niveles elevados de expresion en tejidos reproductivos comparado
con tejidos vegetativos. Cinco de estos mostraron la mayor expresion en paniculas en
desarrollo y el sexto tuvo niveles de expresion elevados en panicula y endosperma (Huang et
al., 2009). Vale destacar que la mayoria de las proteinas que contienen motivos TPR estan
asociadas con complejos multiproteicos, y existe amplia evidencia que indica que los motivos
TPR son importantes para el funcionamiento de los complejos de chaperonas, ciclo celular,
transcripcion y transporte de proteinas. EI motivo TPR puede representar una antigua unidad
de interaccion proteina-proteina que ha sido reclutado por diferentes proteinas y adaptado

para funciones especificas (Blatch y Lassle, 1999).

Estos antecedentes justifican el estudio de las secuencias ortdlogas al locus
LOC_0s12g40770 presentes en genotipos sexuales y apomicticos tanto al nivel genémico
como transcriptomico, a fin de determinar si proteinas de este tipo tienen relacion con el modo

reproductivo.
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I.5- Familia de genes de respuesta temprana a auxina (Aux/IAA)

El &cido indol acético (IAA) es una fitohormona de la familia de las auxinas que regula
varios procesos del crecimiento y desarrollo de las plantas que incluyen entre otros la
dominancia apical, la respuesta gravitrpica, la embriogénesis y organogénesis, la
diferenciacion vascular, la iniciacion del eje radicular y raices laterales, y el alargamiento del
brote (De Smet y Jurgens, 2007; Ljung, 2013). Los cambios espaciales y temporales en los
niveles de auxinas desencadenan la reprogramacion de genes que se activan en respuesta a
ésta hormona en tejidos especificos y que requieren de la accion de los denominados “genes
de respuesta temprana”. Estos ultimos son los mediadores entre los niveles intracelulares de
auxina y los genes blanco (que se activan en respuesta al cambio de la concentracion de la
fitohormona). Entre las principales familias de genes que intervienen en la respuesta temprana
se encuentran los codificantes para proteinas AUX/IAA (AUXIN/INDOLEACETIC ACID
PROTEINS), FACTORES DE TRANSCRIPCION DE RESPUESTA A AUXINA (ARFs, AUXIN
RESPONSE FACTORS), la ACIDO CARBOXILICO 1-AMINOCLICLOPROPANO SINTASA
(ACS), la GLUTATHIONE-S-TRANSFERASE (GH2/4-like) y las GRETCHEN HAGEN 3
(GHB3). Participan también los ARN pequefios regulados por auxina (SAUR, small auxin up
RNA) (Abel y Theologis, 1996; Guilfoyle et al., 1998; Goldental-Cohen et al., 2017).

Los miembros de la familia Aux/IAA han sido identificados como genes codificantes
para proteinas nucleares de vida corta que desempefian un papel crucial en la represion de
los genes ARFs (Abel et al., 1994; Dreher et al., 2006). Las proteinas Aux/IAA comparten
cuatro motivos conservados: el dominio I, presenta un consenso de repeticion de leucinas
(LXLXLX), que es responsable de la represion de sus genes blanco y del reclutamiento del
correpresor TOPLESS (TPL) (Tiwari et al., 2004; Szemenyei et al., 2008). EI dominio II,
contiene la secuencia consenso GWPPV, denominado “degron” que le confiere inestabilidad
a la proteina y provoca la degradacion rapida de las Aux/IAA al interactuar con las proteinas
F-box TIR1/AFB (Dharmasiri y Estelle, 2004; Tiwari et al., 2004). Mutaciones puntuales o
deleciones en esta secuencia puede aumentar la estabilidad de éstas proteinas y por lo tanto
genera nuevos fenotipos insensibles al aumento de los niveles de auxinas (Von Behrens et al.,
2011; Ludwig-Mduller, 2014). Los dominios C-terminal Il y IV son regiones de dimerizacion
involucradas en la homo y heterodimerizacién con proteinas Aux/IAA y/o con los factores de
respuesta a auxina (ARFs), respectivamente (Guilfoyle, 2015). Los dominios Il y IV comparten
homologia con el dominio de dimerizacion C-terminal (CTD) de las proteinas ARF (Kin et al.,
1997; Guilfoyle y Hagen, 2012; Korasick et al., 2015). En general, las variaciones en estos
dominios pueden contribuir a las diversas funciones en las vias de sefializacion de auxinas,
lo cual facilita aiun mas los roles multiples desempefados por las Aux/IAA en respuesta a

cambios en el ambiente (Luo et al., 2018). Ademas, las proteinas Aux/IAA poseen dos sefiales
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de localizacién nuclear (NLS), una posicionada entre el dominio | y I, y la otra sobre este
altimo (Abel et al., 1994; Wu et al., 2012).

Un avance importante para la comprension de la sefalizacion de auxinas fue el
descubrimiento de la familia de receptores de auxina TIR1/AFB (Dharmasiri y Estelle, 2004,
Kepinski y Leyser, 2005). Las proteinas F-box TIR1/AFB forman parte del complejo proteico
ubiquitina ligasa SCF™! junto a otras tres subunidades (ASK1, CUL1 y RBX) y son las
encargadas de censar los niveles de auxina en el nucleo. TIR1/AFB se unen a la auxina (I1AA),
formando un complejo co-represor junto con las proteinas represoras Aux/IAA, actuando asi,
como reguladores negativos de la sefializacion de auxina. A niveles bajos de auxina, las
proteinas Aux/IAA con el co-represor TOPLESS (TPL) se unen a las proteinas ARFs,
reprimiendo la expresion de sus genes blanco (Szemenyei et al., 2008; Ito et al., 2016) (Figura
6). Por el contario, altos niveles de IAA promueven la formaciéon del complejo co-receptor
(TIRL/AFB)-IAA-(Aux/IAA), lo cual desencadena la ubiquitinacién de las proteinas Aux/IAA 'y
su consiguiente degradacién de las mismas via proteosoma 26S (Tan et al., 2007; Parry et al.,
2009; Weijers y Wagner, 2016). De esta manera los ARFs quedan libres para unirse a los
promotores de genes que contengan los elementos de respuesta a auxinas (Auxin-response
element) (AuxRE) (TGTCTC), para activar o reprimir la transcripcion (Weijers et al., 2005; Li

et al., 2016). Un esquema de este mecanismo se muestra en la Figura 6.

Las diferentes combinaciones de proteinas TIR1/AFB-Aux/IAA generalmente tienen
afinidades distintas de unién a la auxina, y los niveles de auxina varian en los distintos tejidos
y fases del desarrollo, lo cual resulta en efectos distintos de deteccion de la hormona y su
respuesta (Parry et al., 2009; Calderdn Villalobos et al., 2012; Lavy y Estelle, 2016; Trenner
et al., 2017). De esta manera, el cambio dinamico temporal y espacial en los niveles de auxina
puede finalmente ser transformado en la sefializacion de reprogramaciéon génica, regulando
asi, de manera precisa los procesos de crecimiento y desarrollo de las plantas (Luo et al.,
2018).

Por otro lado, se ha descripto una via alternativa de sefializacion de auxina
independiente de la via de degradacion de las Aux/IAA por el proteosoma, que actia a través
de un supuesto receptor de auxina ABP1 (AUXIN BINDING PROTEIN), que se encuentra
tanto en el reticulo endoplasmatico como en la pared celular. Se ha sugerido que esta via
juega un papel importante durante la division y el alargamiento celular (Effendi y Scherer,
2011) (Figura 6). Se ha demostrado que esta via de sefializacion es importante para el
relajamiento de la pared celular, la regulacion de la endocitosis y el reordenamiento del

citoesqueleto durante la expansion celular (Robert et al., 2010; Xu et al., 2010)
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Figura 6. Componentes claves en la percepcion y sefializacién de auxinas. En el nucleo, IAA
Se une a sus receptores, las proteinas F-box (TIR1/AFBs) y la proteina Aux/IAA. TIR1/AFB y Aux/IAA
funcionan como co-receptores para IAA, uniéndose a esta con alta afinidad. Cuando los niveles de IAA
son bajos (fondo azul oscuro), las proteinas Aux/IAA forman heterodimeros con los factores de
respuesta a auxina (ARFs) para reprimir la transcripcién génica. La proteina TPL funciona como un co-
represor transcripcional para Aux/IAA. Cuando los niveles de IAA son altos, la unién de IAA a sus co-
receptores dirige a las proteinas Aux/IAA para su degradacion por el proteosoma 26S, lo cual lleva a la
desrepresion de los ARF y la consiguiente expresion de genes de respuesta a auxina. Las proteinas
ABP1 se cree que también funcionan como receptores |IAA, mediando respuestas rapidas de auxina
como, relajamiento de la pared celular, reordenamiento del citoesqueleto y regulacion de la endocitosis,
lo cual lleva a la expansion celular. (Modificado de Ljung, 2013)

Los primeros genes Aux/IAA (PS-IAA4/5 y PS-IAAG) fueron aislados de Pisum sativum
L. (Theologis et al., 1985; Oeller et al., 1993). Posteriormente, basandose en analisis de
homologia, se aislaron 14 genes Aux/IAA de Arabidopsis (Abel et al., 1995). Con el
advenimiento de la secuenciacion del genoma, se identificaron numerosos genes de la familia
Aux/IAA en 30 especies de plantas, incluidos 29 genes de Arabidopsis (Liscum y Reed, 2002),
31 de Oryza sativa (Jain et al., 2006), 34 de Zea mays (Ludwig et al., 2013), 26 de Sorghum
bicolor (Wang et al., 2010) , 26 de Citrus (Xie et al., 2015), 26 de Eucalyptus grandis (Yu et al.,
2015), 26 de Solanum lycopersicum (Audran-Delalande et al., 2012), 26 de Solanum
tuberosum (Wu etal., 2012), 26 de Vitis vinifera (Cakir etal., 2013) y 35 de Populus

trichocarpa (Kalluri et al., 2007). Curiosamente, se observé que una gran proporcion de genes
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Aux/IAA se generaron a partir de eventos de duplicacion génica durante el proceso de
evolucion, asi como también por duplicaciones segmentarias, en tindem o ambas (Singh y
Jain, 2015; Wu et al., 2017). Por ejemplo, en Arabidopsis las proteinas IAA3, IAA14 e IAA18
acttan de forma redundante en el control de la formacién de raices laterales al interactuar con
dos proteinas ARF (ARF7 y ARF19) (Guseman et al., 2015). Comparado con las plantas
superiores, en las plantas inferiores se identificaron muy pocos genes Aux/IAA como por
ejemplo ninguno en Chlamydomonas reinhardtii, 1 en Marchantia polymorpha, 3 en
Physcomitrella patens y 9 en Selaginella moellendorffii (Wu et al., 2017; Bowman et al., 2017;
Kato et al., 2017). De este modo, la extension en la cantidad de miembros de la familia Aux/IAA
en las plantas terrestres han creado una redundancia funcional que podria estar asociada a

funciones nuevas para adaptarse a los cambios ambientales (Singh et al., 2017)

En varios estudios se comprobé que las proteinas AUX/IAA ademas de interactuar con
los componentes de sefializacién de auxinas, potencialmente interaccionan con otros factores
de transcripcion y proteinas de sefializacion (Wang y Estelle et al., 2014). Un estudio reciente
mostrd que una proteina Aux/IAA de girasol (HalAA27) se une a un factor de transcripcion de
choque térmico HaHSFA9. Ademas, se demostré que HalAA27 regula la longevidad de las
semillas reprimiendo la actividad de HaHSFA9 (Carranco et al., 2010). También, se observé
que un factor de remodelacion de la cromatina denominado PICKLE (PKL) es esencial para
la represion de la actividad ARF7/19 mediada por IAA17, y para el inicio del crecimiento de
las raices lateral (Fukaki et al., 2006). En Arabidopsis se ha demostrado que IAA3 es blanco
de dos proteinas histonas acetiltransferasas, como LAX2 (LIKE AUXIN RESISTANT 2) y
GCN5 (GENERAL CONTROL NONDEREPRESSIBLE 5). Esto indica que los genes Aux/IAA
también podrian estar regulados por modificaciones epigenéticas (Yamamuro et al., 2016;
Benhamed et al., 2006).

Por otro lado, las modificaciones postrascripcionales también juegan un rol importante
en la regulacién de las proteinas Aux/IAA. Recientemente, se ha demostrado que una gran
cantidad de microARN (miARN) tienen como blanco regulador a genes Aux/IAA, pero la
informacion sobre la regulacion postranscripcional de las proteinas Aux/IAA mediada por
mMiARN todavia es limitada (Lavy y Estelle, 2016; Campos-Rivero et al., 2017). El primer
MIARN encontrado como controlador de un gen Aux/IAA en Arabidopsis, es el miARN
(miR847), que actua sobre el ARNm de IAA28 para inducir su degradacion, de manera tal que
opera como regulador positivo de las auxinas durante el desarrollo de 6érganos laterales (Wang
y Guo, 2015). Vale destacar que también existen evidencias sobre la regulacion
postranscripcional de los transcritos de ARF, mediada por miARN y ARN pequefios de

interferencia transacting (ta-siARN). Por ejemplo, en Arabidopsis se encontrd que los genes
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ARF6 y ARF8 son blancos de miR167, ARF10, ARF16 y ARF17 de miR160, y ARF2, ARF3y
ARF4 son targets de TAS3 ta-siRNAs (Rhoades et al., 2002; Williams et al., 2005; Guilfoyle y
Hagen, 2007; Li et al., 2015).

Dado su rol biolégico como represor de los genes de respuesta a auxinas, las
mutaciones en las proteinas Aux/IAA confieren fenotipos que se caracterizan por una
capacidad reducida de respuesta a auxinas. A pesar de que hay 29 proteinas Aux/IAA en
Arabidopsis con cierta redundancia funcional, los mutantes en estas proteinas conducen a
defectos en diversos procesos de desarrollo, como por ejemplo la embriogénesis, el inicio y
elongacion de la raiz lateral, el crecimiento de hipocotilo, el tropismos, el desarrollo de érganos
florales (Liscum y Reed, 2002; Wang et al., 2013). Una mutacién en el dominio Il de 1AA8 (lo
cual reduce la interaccién con los factores de degradacién), resultdé en fenotipos con 6rganos
florales anormales (pétalos y estambres cortos, y estigmas curvos) y bajos niveles de acido
jasmonico, el cual esta controlado por interacciones con los ARF6 y AFR8. Estos resultados
sugieren que IAA8 participaria en el desarrollo de érganos florales (Tabata et al., 2010; Wang
et al., 2013). Por su parte, IAA12 esta asociado al inicio del meristema de la raiz durante la
embriogénesis temprana al interactuar con la proteina ARF5, esta ultima tiene una funcién
temprana en el establecimiento de patrones vasculares y morfoldgicos en el desarrollo
embrionario y post-embrionario (Hamann et al., 2002: Hardtke et al, 1998). Las mutantes
iaal6-1 (At3g04730) mostraron rosetas mas pequefias, pelos radiculares mas cortos, menos
raices laterales y filamentos de anteras mas cortos en comparacion con la linea wild type.
Ademas, las mutantes iaal6 homocigotas fueron incapaces de producir descendencia
indicando que este gen puede estar asociado a alguna de las etapas de la gametogénesis o
embriogénesis (Rinaldi et al., 2012). EI gen IAA18 se expresa en el dominio apical de los
embriones en etapa globular, en el meristemo apical del brote y en el dominio adaxial de los
cotiledones de embriones en etapa de corazén. Estudios complementarios de ganancia de
funcién demostraron que IAA18 desempefia un rol importante en el patrén apical embrionario
reprimiendo la actividad de ARF5 y de otros ARFs (Ploense et al., 2009). Un estudio recientes
realizado en arroz detectd la expresion de genes Aux/IAAs y ARFs durante los estadios de
célula arquesporial y de célula madre de la megéspora durante megasporogenesis, por lo que

se cree que cumplen un rol importante en dicho porceso (Zhao et al., 2020).

Ademas de Arabidopsis, se ha avanzado significativamente en la comprension de la
funcion de los genes Aux/IAA en otras especies, como tomate y arroz (Mazzucato et al., 2015;
Wang et al., 2017). En Solanum lycopersicum SilAA9 controla multiples procesos mediados
por sefializacion de auxina, como la dominancia apical, la morfogénesis de las hojas, el

desarrollo de los érganos florales, y el cuajado y desarrollo de los frutos. Mutaciones en SilAA9
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produjeron frutos partenocérpicos y anormalidades en la forma de la hoja (Mazzucato et al.,
2015; Koenig et al., 2009). Recientemente, se observaron resultados similares en la mutante
Sliaa9-crispr, obtenida a través del sistema CRISPR/Cas9, la misma también presento
partenocarpia y hojas anormales (Ueta et al., 2017). Las plantas SilAA27 RNAIi mostraron
modificacion en la anatomia de los 6rganos reproductivos y una reduccién de los niveles de
expresion de genes involucrados en la sintesis de clorofila (Bassa et al., 2012). En el caso de
los miembros de la familia de genes Aux/IAA en arroz, OsIAA23 es esencial para el
mantenimiento postembrionario del centro quiescente por sefializacion de auxina (Ni et al.,
2011). Mutantes de OslAA23 originadas por el sistema CRISPR/Cas9 mostraron un marcado

enanismo, problemas para en el desarrollo de raices lateral e infertilidad (Jiang et al., 2019).

De acuerdo a lo descripto en la introduccién, un gen que codifica para una proteina del
tipo AUX/IAA (LOC_0s12g40890), se encuentra presente en el segmento del cromosoma 12
de arroz que muestra una alta sintenia con el ACL de P. notatum (Hojgaard et al., 2011). La
desregulacion de un gen especifico de la via de sefalizacién de auxinas en el ACL podria
jugar un papel importante en los procesos del desarrollo, caracteristicos de la reproduccion
apomictica, como por ejemplo, el cambio del destino celular de las células nucelares que se
convierten en iniciales de la aposporia y posteriormente ingresan a la gametogénesis, en el
desarrollo partenogenético del embrién y/o en el desarrollo del endosperma con un balance
gendmico materno:paterno que se desvia de la relacion 2m:1p. Asimismo, recientemente se
ha demostrado que la regulacién mediada por sSRNA de las vias de auxinas y el control de
genes ARFs son fundamentales para promover la apomixis en P. notatum (Ortiz et al., 2019).
Es importante destacar que se detectdé una correlacion relevante entre varios genes
expresados diferencialmente durante el desarrollo reproductivo de P. simplex (Polegri et al.,
2010) y P. notatum (Laspina et al., 2008) y genes diferencialmente expresados por efecto de
la autopoliploidizacion en P. notatum (Martelotto et al., 2005), relacionados con el
metabolismo de auxinas. Entre ellos, P. simplex B4/122-1 and P. notatum DDT13682x
corresponden a proteinas del tipo F-box y P. simplex D4/153-8 y P. notatum DDT32844x1 a
enzimas de ubiquitinacion (Ortiz et al., 2013). Estos antecedentes, justifican el estudio de los
genes de la familia Aux/IAA en plantas apomicticas y sexuales a fin de determinar si existe

una relacion directa con el modo de reproduccion.
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I.6- Superfamilia de genes AP2/ERF

La superfamilia de proteinas AP2/ERF (APETALA2/ETHYLENE RESPONSIVE
ELEMENT BINDING FACTOR), también conocida como AP2/EREBP
(APETALA2/ETHYLENE RESPONSE ELEMENT-BINDING PROTEIN) agrupa a factores de
trascripcion importantes en el desarrollo vegetal y es una de las familias méas extensas del
reino vegetal (Kim et al., 2006). Los miembros de esta superfamilia desempefian una gran
variedad de funciones a lo largo del ciclo de vida de las plantas que incluyen desde
regulaciones claves en procesos del crecimiento y desarrollo, como la determinacion de la
identidad de los 6rganos florales, la maduracion de los frutos, el control de la identidad de las
células epidérmicas de las hojas y mecanismos utilizados para responder a estreses biéticos
y abidticos (Riechmann y Meyerowitz, 1998). Se demostré que genes AP2/ERF también
participan en respuesta a sefiales de auxinas, citocininas, 4cido abscisico y jasmonato (Gu et
al., 2017). Los miembros de esta familia se caracterizan por su dominio AP2/ERF de unién al
ADN que consta de alrededor de 60 a 70 aminoacidos conservados (Jofuku et al., 1994;
Ohme-Takagi y Shinshi, 1995). Los genes AP2/ERF se caracterizan por presentar uno o dos
dominios AP2/ERF, que consisten en una lamina- antiparalela de tres cadenas y una hélice-
a (Allen et al., 1998). El dominio AP2 se identificé por primera vez como un motivo repetido
dentro de la proteina APETALAZ2 de Arabidopsis thaliana que participa en el desarrollo floral
(Jofuku et al., 1994). ElI dominio ERF se identific6 como un motivo conservado presente en
cuatro proteinas de union al ADN del tabaco, denominadas EREBP1, 2, 3, y 4 (ethylene-
responsive element- binding proteins 1, 2, 3, y 4) (Ohme-Takagi y Shinshi, 1995). Aunque los
dominios AP2/ERF estan altamente conservados, las secuencias N-terminal y C-terminal de

las proteinas de esta familia son diferentes y contienen motivos especificos (Kim et al., 2006).

A partir de la secuenciacion masiva de los genomas vegetales, la superfamilia
AP2/ERF se ha caracterizado con éxito en varias especies de plantas, como Arabidopsis (147
miembros) (Dietz et al., 2010), soja (98) (Zhang et al., 2008), tomate (85) (Sharma et al.,
2010), arroz (165) (Sharoni et al., 2011), papa (155) (Bouaziz et al., 2015) y Brachypodium
Distachyon (149) (Chen et al., 2016). En Arabidopsis, los 147 genes AP2/ERF se dividen en
cuatro familias: AP2-like (APETALAZ2-like), DREB (Dehydration- Responsive Element Binding
proteins), ERF-like (Ethylene Responsive Factors) y RAV (Related to ABI3/VP1) (Feng et al.,
2005). A su vez, la familia AP2-like se divide en dos clados que contienen a los dos genes
més conocidos de esta familia, AP2 (clado euAP2) y ANT (AINTEGUMENTA) (clado ANT)
(Bowman et al., 1991; Elliott et al., 1996; Klucher et al., 1996). El clado ANT se subdivide en
los subclados basalANT y eudicotANT (euANT) que contienen motivos especificos eUANT1—
4 (Kim et al., 2006). El subclado euANT incluye los subgrupos PLT (PLETHORA),
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AINTEGUMENTA-like, AINTEGUMENTA-likel, AINTEGUMENTA-like5 y BBM-like (Horstman
et al., 2014).

Se ha demostrado que el gen AP2 (euAP2) juega un papel importante en procesos del
desarrollo como el mantenimiento de las células madre en las areas meristematicas
(Wirschum et al., 2006), el desarrollo de 6vulos y semillas (Jofuku et al., 1994, 2005; Leon-
Kloosterziel et al., 1994; Modrusan et al., 1994; Ohto et al., 2005) y en la especificidad de la
identidad del meristema floral (Shannon y Meeks-Wagner, 1993; Okamuro et al., 1997).
Ademas, el gen AP2 forma parte del modelo floral inicialmente denominado ABC, formulado
por Coen y Meyerowitz (1991), posteriormente modificado a ABCDE (Colombo et al., 1995;
Haughn y Somerville, 1988; Pelaz et al., 2000). En dicho modelo, los cuatro verticilos florales
(sépalos, pétalos, estambres y carpelos), estan controlados por la expresion diferencial de
una serie de genes homedticos (genes reguladores que dirigen la posicién y el desarrollo de
segmentos o estructuras corporales). De este modo se definieron cinco grupos de genes (A,
B, C, D y E) con funciones moleculares determinadas (Sharma et al., 2020). Los genes de
clase A (AP1, SQUA y AP2) controlan el desarrollo de los sépalos en el verticilo 1. Los genes
de clase A se superponen con los genes de clase B (Pl y AP3) para promover la formacion de
pétalos en el verticilo 2. Los genes de Clase B y C (AG) estan implicados en la formacién de
estambres en el verticilo 3, mientras que los genes de Clase C por si solos promueven el
desarrollo del gineceo en el verticilo 4. Para sostener la estructura floral, los genes de la Clase
A (AP2) y Clase C (AG) actuan de manera antagoénica reciproca. Por lo tanto, la transcripcion
de genes AP2 y AG esté restringida espacialmente por los dos primeros y los dos ultimos

verticilos, respectivamente (Sharma et al., 2020)

AP2 es uno de los genes del desarrollo conocido de mayor relevancia en las Ultimas
décadas por regular la diferenciacion de meristemas y tejidos de érganos florales. (Bowman
et al., 1989; 1993; Huala y Sussex 1992; Irish y Sussex 1990; Komaki et al., 1988; Kunst et
al., 1989; Schultz y Haughn 1993; Shannon y Meeks-Wagner 1993). Se ha demostrado que
la perdida de funcién de AP2 distorsiona completamente la estructura de la flor (Bowman et
al., 1989).

El clado euAP2 de la familia AP2-like de Arabidopsis, ademas de incluir al gen AP2
incluye a los genes TARGET OF EAT1 (TOE1l), TOE2, TOE3, SCHLAFMUTZE (SMZ), y
SCHNARCHZAPFEN (SNZ). Los miembros de este grupo se caracterizan por presentar un
sitio de union al micro miRNA172 (Kim et al., 2006; Shigyo et al., 2006) que, junto con otros
miembros de la familia, regula postranscripcional la expresion de estos genes (Aukerman y
Sakai 2003; Chen, 2004; Lauter et al., 2005). En Arabidopsis, el mMiRNA172 regula a AP2

mediante la inhibicién transduccional, a pesar de compartir con estos una complementariedad
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de bases casi perfecta (Chen, 2004; Mlotshwa et al., 2006; Teotia y Tang, 2015). La
acumulacion de miARN172 causa un defecto en la identidad de los 6rganos florales, similar a
lo observado en las mutantes ap2 con pérdida de funcion. (Chen, 2004; Teotia y Tang, 2015).
Niveles altos de ARNm de la mutante ap2, con una interrupcion en el apareamiento de bases
con miR172, resultaron en defectos severos de los patrones florales. Por lo tanto, miRNA172
probablemente actue en la especificidad del destino celular como un represor traduccional de
APETALAZ2 durante el desarrollo floral de Arabidopsis. (Chen, 2004; Teotiay Tang, 2015). Por
otro lado, plantas transgénicas de Arabidopsis que sobreexpresaron un gen TOE3 (rTOE3-
ox) “resistente” a miR172, mostraron flores indeterminadas, con numerosos estambres y
organos carpeloides (Jung etal., 2014). El gen SNB (SUPERNUMERARY BRACT)
perteneciente a la familia AP2-like de arroz es blanco del miR172b. La sobreexpresion de
MiR172b retras6 la transicion del meristema de espiguilla a meristema floral, y produjo
defectos en el desarrollo floral y de semillas, incluyendo cambios en el nimero y la identidad
de 6rganos florales, baja fertilidad y menor peso de semilla (Zhu et al., 2011). Glossy15 (AP2-
like) es un gen presente en maiz, caracterizado por su importancia en el mantenimiento de la
etapa juvenil de las plantas. El transcripto de este gen presenta la secuencia “blanco” para
miR172, lo cual sugiere que miR172 podria regular negativamente a gl15 para promover el

desarrollo vegetativo en plantas adultas de maiz (Lauter et al., 2005).

El clado ANT de Arabidopsis esta integrado por 12 genes, entre estos se encuentra el
gen AINTEGUMENTA que desempefia una amplia variedad de funciones en el desarrollo
floral, principalmente a través de la promocién del crecimiento de los 6érganos florales.
Mutantes para este gen mostraron una disminucion en el nUmero, tamafio y en la estructura
de todos los 6rganos florales (Kunst et al., 1989; Elliott et al., 1996; Klucher et al., 1996).
También se requiere para la iniciacion del integumento del Ovulo, la formacion del
megagametofito (Elliott et al., 1996; Klucher et al., 1996) y para la fusién de los margenes del
gineceo (Liu et al., 2000). Los 11 genes restantes del clado ANT, posiblemente presenten
redundancia funcional que podrian enmascarar la funcién A (en el modelo ABC). Siete de
estos genes se denominan AINTEGUMENTA-like (AIL) (Nole-Wilson et al., 2005) y
pertenecen junto con el gen ANT, al subclado euANT propuesto por Kim et al., (2006). Todos
los genes AIL han sido caracterizados, y parecerian jugar un papel importante en procesos
de desarrollo que involucran a la proliferacion celular, similar a lo postulado para el gen ANT
(Krizek, 1999; Mizukami y Fischer, 2000). PLETHORAL1 y PLETHORA2 (PLT1 y PLT2) son
genes similares con funcion redundante que se requieren en el meristema apical de la raiz
para la especificacién y mantenimiento de la identidad de células madres (Aida et al., 2004),
similar al rol que desempefia AP2 en el meristema del brote (Wirschum et al., 2006). La

sobreexpresion de AINTEGUMENTA-like5 mostré un aumento de tamafio de 6rganos florales
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como resultado del aumento de la proliferacion celular (Nole-Wilson et al., 2005), resultados
similares fueron observados con la sobreexpresion del gen ANT (Krizek, 1999). Los genes del
clado ANT, también han sido estudiadas en otras especies. Hay disponibilidad de datos de
expresion de dos genes, NtANTL de Nicotiana tabacum (Rieu et al., 2005) y PtANTL1 de Pinus
thunbergii (Shigyo y Ito, 2004), que parecen ser ortélogos de ANT (Kim et al., 2006). Ambos
genes se expresan fuertemente en las estructuras reproductivas femeninas y en hojas, al igual
gue ANT. PtANTL1 también se expresa débilmente en conos masculinos (Rieu et al., 2005;
Shigyo y Ito, 2004). En manzana dos genes MAANT1 y MAANT2 ortélogos de ANT, regularian
la proliferacion celular durante el crecimiento del fruto (Dash y Malladi, 2012).

Otros de los genes que forman parte del subclado euANT son los denominados BABY
BOOM (BBM). Estos genes estan involucrados en la regulacién de la totipotencia de células
vegetales, la proliferacion celular, la formacion de brotes, la induccién de embriogénesis
somaética, el desarrollo, la promocién de la apogamia y la estimulacion de la transformacion
(Boutilier et al., 2002; Passarinho et al., 2008; Heidmann et al., 2011; Lowe et al., 2016;
Horstman et al., 2017). Ademas, BBM se expresa de manera preferencial y activa una ruta de
transduccion de sefiales que conduce a la induccién de células somaticas diferenciadas y la
formacion de embriones sométicos (Boutilier et al., 2002). El gen BBM se aislo por primera
vez en Brassica napus como un marcador de células embrionarias en cultivo de tejido derivado
de microsporas (Boutilier et al., 2002). El rol del gen BBM ha sido relacionado con la
embriogénesis de plantas en muchas especies de plantas como Arabidopsis thaliana (Boutilier
et al. 2002), Brassica napus (Boutilier et al., 2002), Glycine max L. (Ouakfaoui et al., 2010),
Capsicum annuum L. (Irikova et al., 2012) y Zea mays (Salvo et al., 2014). La expresion
ectopica de BBM en Arabidopsis y Brassica condujo a la formacion espontanea de embriones
somaticos y estructuras similares a cotiledones en las semillas. Ademas, indujo fenotipos
pleiotrépicos adicionales, incluyendo crecimiento neoplasico, regeneracion de explantos sin
hormonas exdgenas y alteraciones en la morfologia de hojas y flores. El patrén de expresion
de BBM en el desarrollo de semillas combinado con el fenotipo de sobreexpresion de BBM
sugiere un papel importante de este gen en la promocion de la proliferacion celular y la
morfogénesis durante la embriogénesis (Boutilier et al., 2002). Recientemente, Horstman et
al., (2017) demostraron que el gen BBM funciona como regulador principal para la totipotencia
de células vegetales. BBM interacciona con LEC1/2 (LEAFY COTYLEDON), FUSCA3 (FUS3)
y ABSCISIC ACID INSENSITIVE (ABI3). Estos resultados también sugirieron que LEC2 y
ABI3 son reguladores positivos de la embriogénesis mediada por BBM, mientras que LEC1y
FUS3 son esenciales para la embriogénesis somatica. La inducciéon de la embriogénesis

somatica mediada por BBM es un mecanismo dependiente de la dosis y el contexto. Dosis
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altas de BBM inducen la embriogénesis somatica, mientras que dosis mas bajas inducen la

organogénesis (Horstman et al., 2017).

Como se describié previamente, el gen LOC_0s12g41060 presente en la region del
cromosoma 12 de arroz, sintenica al ACL de Paspalum notatum codifica para una proteina de
la superfamilia AP2/ERF. Dada su funcion en la diferenciacion de los 6rganos florales y en la
embriogénsis, variaciones en la expresion y/o regulacién de el/los gen/es ortélogos de P.
notatum, podrian estar asociados a algun proceso clave del desarrollo apomictico. Un estudio
realizado por Conner et al., (2015) en Pennisetum glaucum (una especie de reproduccién
apomictica), demostré6 que el gen PsSASGR-BABYBOOM-like, (localizado en la region
gendmica asociada a la apomixis en la especie) se expresa en évulos antes de la fertilizacion
e induce partenogénesis. Ademas, la expresion ectopica de este gen en plantas sexuales
induce a la generacién de progenies haploides (Conner et al., 2015). La regulacién negativa
de la expresion de PSASGR-BBML en plantas transgénicas apomicticas F1 resulté en un
menor numero deembriones partenogenéticos y una reducciéon en el nimero de células
embrionarias en comparacion con los controles. Estos resultados indican un rol clave de
PsSASGR-BBML en la partenogénesis (Conner et al., 2015). Recientemente, la utilizacion de
un gen BBM-like posibilitd la generacion de semillas clonales en arroz a partir de la
combinacién de mutantes MiMe (mitosis por meiosis) con una linea transgénica que expresa
el gen BABYBOOML1 de la propia especie (Khanday et al., 2019).

[.7- Andlisis transcriptomicos y desarrollo de recursos 6micos en Paspalum notatum
I.7.1- Transcriptomas del desarrollo reproductivo apomictico y sexual

Paspalum notatum es una especie arquetipica para el estudio de la apomixis, ademas
de constituir una forrajera de importancia para las regiones tropicales y subtropicales de
Sudamérica y utilizarse para el mejoramiento genético, es una de las especies del género
mejor caracterizadas en cuanto a sus caracteristicas citogenéticas, citoembriologicas,
reproductivas y moleculares. Presenta ademas razas apomicticas y sexuales que pueden
cruzarse facilmente y generar descendencia fértil (Ortiz et al., 2013). Como se ha descripto
anteriormente, la apomixis en la especie esta controlada por un locus simple (ACL) que
presenta distorsion de la segregacion, restriccion de la recombinacion, apareamiento
preferencial de cromosomas y probablemente un estado hemicigético (Martinez et al., 2001,
Martinez et al., 2003; Stein et al., 2004; Podio et al., 2012). Asimismo, posee una alta
proporcion de secuencias repetitivas, metilacion de citosinas y caracteristicas de

heterocromatina (Podio M, Tesis doctoral 2012; Podio et al., 2012). De acuerdo a estimaciones
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basadas en el mapeo genético, este segmento puede extenderse por mas de 35 Mbp y por lo
tanto contener cientos de genes (Stein et al., 2007; Ortiz et al., 2013). Por otro lado, la
restriccion en la recombinacion pudo haber favorecido a la acumulacion de mutaciones, que
no son descartadas en la meiosis. Este tipo organizacion estructural puede tener varias
consecuencias sobre la estructura, expresion y funcién de los genes que se encuentran en el
area. En P. simplex, varios genes ligados a la apomixis se expresan de manera constitutiva
durante el desarrollo reproductivo, mientras que sus homologos sexuales se encuentran
temporal y espacialmente regulados (Polegri et al.,, 2010; Siena et al.,, 2016; Galla et al.,
2019). Esta es una caracteristica comun de los genes organizados en estructuras similares a
operones (operon-like), que se definen como un conjunto de dos 0 mas genes no homologos
relacionados funcionalmente que comparten una vecindad gendémica cercana (Nutzmann et
al., 2018). Los operones en las plantas parecen originarse por eventos de duplicacién seguido
de neofuncionalizacién (Chu et al., 2011). Esta estructura del ACL dificulta la identificacion de
los genes clave del proceso por metodologias de gendmica directa por lo cual los andlisis

transcriptomicos tienen gran importancia.

Desde el inicio de la presente década se han llevado a cabo varios estudios
transcriptomicos en la especie tendientes a identificar genes asociados a la Apomixis. En el
apartado 1.3.1 de este trabajo, “Identificaciébn de genes asociados a componentes de la
apomixis”, se detalla y demuestra la importancia del aporte de las metodologias
transcriptomicas para la identificacién de secuencias asociadas a la apomixis y a la sexualidad

en el sistema Paspalum.

Recientemente, con el objetivo de obtener un catalogo detallado de los transcriptos
expresados durante el desarrollo reproductivo sexual y apomictico, se desarroll6 un
transcriptoma floral de referencia mediante la utilizacién de metodologias de secuenciacion
de tercera generacion (Ortiz et al., 2017). A partir de ARNm de flores sexuales y apomicticos
en diferentes estadios de desarrollo (premeiosis, meiosis, postmeiosis y antesis), se obtuvo el
primer transcriptoma de referencia del desarrollo reproductivo sexual y apomictico de P.
notatum, mediante la tecnologia de secuenciacion de lectura larga 454/Roche FLX (Ortiz et
al., 2017). El mismo comprende tres bases de datos: i) base sexual (generada por el
ensamblado de las lecturas obtenidas en el genotipo sexual C4-4x), ii) base apomictica
(generada a partir del ensamblado de las lecturas derivadas del genotipo apomictico) vy iii)
base global (derivada del ensamblado conjunto de las lecturas de ambos individuos). La base
global, que presenta una cobertura de alrededor del 90 % de los transcriptos de plantas de
acuerdo a la estimaciéon por el programa BUSCO (Seppey et al.,, 2019) contiene mas de
67.000 isotigs (transcriptos), correspondientes a 48.842 isogrupos (genes) (Ortiz et al., 2017).

Este transcriptoma permitié tanto la recuperacion de los alelos/paralogos de 23 candidatos
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previamente asociados con la apomixis, asi como la determinacién sus variantes (Ortiz et al.,
2017). Por otra parte, se identificaron 3.732 genes que mostraron una expresion diferencial
entre los genotipos, 2.066 sobreexpresados durante el desarrollo apomictico y 1.666
sobreexpresados en la planta sexual. Estos resultados sugieren que numerosos genes poco
expresados o silenciados durante la reproduccion sexual se activan durante la transcripcion
en ovulos de plantas apomicticas (Ortiz et al., 2017). Ademas, se identificaron varias redes de
coexpresion e interaccién proteina-proteina asociadas con la apomixis (Ortiz et al., 2017). La
identificacion de tales redes es esencial para una futura caracterizaciéon de las rutas
moleculares involucradas en la apomixis. Los andlisis ontologicos (realizados mediante el
sistema de Gene Onthology GO) de un conjunto de transcriptos diferenciales indicaron que
las principales vias moleculares alteradas durante el desarrollo apomictico corresponden a:
respuestas de estrés bibtico y abibtico, crecimiento, desarrollo, muerte celular y senescencia
(Ortiz et al., 2017). La busqueda de posibles redes moleculares alteradas durante la apomixis

utilizando el sistema PLANEX (http://planex.plantbioinformatics.org/co-expression-search)

con los 200 primeros transcriptos diferenciales mostré redes moleculares relacionadas con:
transporte de iones, procesos metabdlicos de ribonucleotidos, biogénesis y ensamblado de
complejos de proteinas, catabolismo de monosacaridos, traduccion, expresion génica,
protedlisis, transporte de proteinas, replicacion de ADN y la regulacién de la actividad de RAS,
entre otros (Ortiz et al., 2017). Hay que considerar que estos resultados corresponden a todas
las etapas del desarrollo reproductivo juntas (premeiosis, meiosis, postmeiosis y antesis).
Ademas, las muestras biolégicas utilizadas fueron flores enteras (espiguillas), compuestas por
raquis, glumas, lemma, palea, ovario y anteras, por lo tanto, todo el conjunto de transcriptos
caracterizadas en este estudio derivan de una variedad de tipos de células, como células
somaticas y células reproductivas masculinas y femeninas, desde premeiosis hasta la antesis
(Ortiz et al., 2017). Si bien las bibliotecas de referencia 454 son Utiles para identificar las
secuencias de un nimero considerable de genes candidatos, su uso como herramienta para
revelar la expresion diferencial es limitado, ya que las representaciones diferenciales podrian
enmascararse para algunos genes por la heterocronia de la expresion entre las muestras
sexuales y apomicticas, y/o la restriccion de la expresion diferencial a una determinada etapa
del desarrollo y/o células individuales. En consecuencia, la especificidad espacial y temporal
de la expresion de los transcriptos debe evaluarse mediante el uso de experimentos
adicionales basados en experimentos de qRT-PCR, hibridacion in situ de tejidos y la expresion
de marcadores especificos dirigidos por promotores especifico de células o tejidos (Ortiz et
al., 2017).

Recientemente, De Oliveira et al., (2020) realizaron un analisis transcriptomico global

de expresion génica en tejido foliar de P. notatum empleando la tecnologia lllumina (lecturas
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cortas) en genotipos 2x sexuales, 4x sexuales y 4x apomicticos. La base de datos contiene
114.306 transcriptos de referencia, de los cuales 1.612 mostraron alta similitud con
secuencias genomicas de las regiones sinténicas al ACL en los cromosomas 2 (1.356) y 12
(256) de arroz (De Oliveira et al., 2020). Cuarenta de estos transcriptos fueron identificados
como especificos del grupo de genotipos apomictico; nueve fueron especificos del grupo 2x
sexuales y seis especificos de las muestras 4x sexuales. Ademas, andlisis de expresion
diferencial permitieron detectar 16 transcriptos asociados al ACL diferencialmente expresados
entre 2x sexuales y 4x apomicticos; 20 transcriptos diferencialmente expresados entre 4x
apomicticos y 4x sexuales; y 17 entre 2x sexuales y 4x sexuales (De Oliveira et al., 2020). Los
analisis de ontologia génica (GO) con un conjunto de 536 transcriptos mostraron entre las
principales clases, procesos biolégicos, funciones moleculares y componentes celulares (De
Oliveira et al., 2020). Entre los procesos bioldgicos identificados, se detectaron genes
previamente relacionados con la reproduccién de plantas que incluyen, la generacién de
gametos masculinos (GO: 0048232), la segregacion de cromatidas hermanas (GO: 0000819),
meiosis | (GO: 0007127), la regulacion de la citocinesis (GO: 0032465), la citocinesis mitética
(GO: 0000281), el ensamblado del huso (GO: 0051225) y la organizacion mitética del huso
(GO: 0007052). También, se identificaron procesos epigenéticos como, la metilacion de
macromoléculas (GO: 0043414), la fosforilacion de histona-serina (GO: 0035404), la
regulacion de la actividad de la proteina fosfatasa tipo 2A (GO: 0034047), y la regulacion
negativa de la actividad MAP quinasa (GO: 0043407) (De Oliveira et al., 2020). Analisis de
BLASTn en las que se utilizaron como consulta secuencias de P. notatum previamente
asociadas a la apomixis (Pessino et al., 2001, Felitti et al., 2014; Podio et al., 2014; Siena et
al., 2014, 2016), revelaron que el transcriptoma foliar contiene genes previamente reportados
como claves para el desarrollo reproductivo apomictico. Entre estos se encuentra una de las
secuencias detectada por Pessino et al., (2001), expresada durante el desarrollo temprano
del megagametofito en plantas apomicticas de P. notatum, similar a una proteina kinesina.
Sumado a este, se encontraron transcriptos diferencialmente expresados que alinearon con
las secuencias caracterizado por Podio et al., (2014), correspondiente al gen Somatic
Embryogenesis Receptor-Like Kinase (SERK). Ademas, dos transcriptos fueron similares a la
secuencia de PSORC3 identificada en P. simplex (Siena et al., 2014, 2016).

I.7.2- Avances sobre el borrador del genoma diploide

P. notatum comparte caracteristicas con las llamadas especies “huérfanas” (Tadele y
Bartels, 2019), se designa de esta manera a aquellas especies de importancia para los paises

en desarrollo que despiertan poco interés en la comunidad cientifica internacional (Tadele y
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Bartels, 2019). La investigacion en estas especies se realiza principalmente en instituciones
publicas y con financiamiento propio de los paises en desarrollo (Tadele y Bartels, 2019). El
sistema Paspalum incluye numerosas especies de importancia agronémica, de las cuales sélo
algunas han sido estudiadas exhaustivamente (Ortiz et al., 2013). En los ultimos afios, como
parte de las actividades desarrolladas por nuestro grupo de trabajo en proyectos nacionales
e internacionales se inicio la generacién de datos genémicos para reconstruir el genoma de
P. notatum y obtener la secuencia completa del ACL. Es de destacar que aparte de tres clones
de BAC especificos del ACL de P. simplex (Galla etal.,, 2019), no existe adn una
caracterizacién molecular detallada de esta region genémica en ninguna especie del género.
En 2017, bajo el marco del proyecto PROCROP - "Harnessing Plant Reproduction for Crop
Improvement” (MSCA-RISE-2014: Marie Sktodowska-Curie Research and Innovation Staff
Exchange - RISE) realizado en colaboracién con laboratorios de Francia (Dr. Olivier Leblanc,
IRD, Montpellier) e Italia (Prof. Emidio Albertini, Universidad de Perugiay Prof. Lucia Colombo,
Universidad de Milan), se generaron secuencias genémicas y un ensamblado preliminar del
genoma de P. notatum. Dadas las caracteristicas intrinsecas de los genomas de las especies
apomicticas (alta heterocigosis y poliploidia) la estrategia disefiada fue la de generar un
borrador al nivel diploide, para luego utilizarlo como referencia en la reconstruccién y
ensamblado del genoma tetraploide (en el cual se expresa la apomixis). El genotipo utilizado
para la secuenciacion, denominado #R1, deriva de una poblacién diploide natural localizada
en la region de Cayasta, Santa Fe. La caracterizacion citoembriologica de este individuo
mostré que posee cierta capacidad para desarrollar sacos embrionarios de tipo apospoéricos
junto con los sacos sexuales (Quarin et al., 2001). Los datos genémicos se obtuvieron a partir
de lecturas largas generadas con la tecnologia Oxford Nanopore (cobertura ~40x)
conjuntamente con secuencias de lecturas cortas obtenidas por la tecnologia lllumina (Ortiz
JPA, comunicacién personal). Hasta el momento se dispone de aproximadamente 80 Gb de
secuencias genémicas de alta calidad (Q score > 30, largo = 150 pb) generados por la
tecnologia lllumina HiSeqg-1.500 paired-end (cobertura de aproximadamente 100x) y 38,4 Gb
de lecturas largas (Q score > 7,0, N50 18.709 pb) obtenidas por el sistema Oxford Nanopore
con una cobertura gendmica de 48x. El ensamblado de las lecturas obtenidas se generd
empleando el programa Miniasm (Li, 2016). El mismo cubre unos 822 Mb y cuenta 3.843
scaffolds de un largo promedio de 214,03 kpb y un N50 de 299,7 kpb. Cuando dicho
ensamblado se empleé como referencia, permitio el mapeo de més del 90% de las secuencias
apareadas (pair-end) obtenidas por el sistema Illumina y alcanzé una cobertura mayor al 75%
de acuerdo al programa BUSCO (Ortiz et al., comunicacion personal). Dicho genoma es un
recurso genémico muy importante para el andlisis en profundidad de conjuntos de datos
transcriptomicos ya disponibles (ARNm, ARNS) y para estudios comparativos para determinar

la naturaleza, la evolucion y el papel funcional del ACL (Ortiz et al., comunicacién personal)
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ll- OBJETIVOS E HIPOTESIS

[I.1- Objetivo General

El objetivo general del proyecto de tesis es caracterizar al nivel molecular un grupo de
genes asociados al locus responsable de la apomixis (ACL) de Paspalum notatum que por su
anotacion funcional podrian participar en alguno de los mecanismos centrales de la

reproduccion en la especie.

II.2- Objetivos Especificos

1) Identificar los transcriptos homoélogos a las secuencias génicas de arroz
correspondientes a: LOC_0s12g40770 (codificante para anquirina-1), LOC_0s12g40890
(codificante para una proteina Aux/IAA de respuesta temprana a auxina) y LOC_0s12g41060
(codificante para una proteina con dominio AP2) expresados en el transcriptoma del desarrollo
reproductivo de genotipos sexuales y apomicticos de P. notatum.

2) Caracterizar los alelos y/o paralogos de estos genes en genotipos apomicticos y

sexuales y determinar si presentan ligamiento genético con el ACL.
3) Analizar los patrones de expresidbn de los transcritpos relevantes en tejidos
reproductivos por medio de experimentos de qRT-PCR y/o hibridacion in situ de tejidos y

determinar su relacion con el modo reproductivo.

4) Determinar la localizacion fisica de los genes bajo estudio en el borrador del genoma

de P. notatum.
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II.3- Hipétesis

Hipotesis 1: Secuencias similares a los genes de arroz localizados en el segmento del
cromosoma 12, comprendido entre los marcadores C996 y C1069, codificantes para la
anquirina-1, una proteina Aux/IAA y una proteina con dominio AP2, se expresan durante

desarrollo reproductivo de Paspalum notatum.

Hipotesis 2: Genes de P. notatum ortélogos a la anquirina-1, proteina Aux/IAA y
proteina con dominio AP2, se localizan fisicamente en el ACL y mantienen un alto grado de

colinealidad en referencia a disposicién en arroz

Hipotesis 3: La expresion en tejidos reproductivos de variantes alélicas asociadas al
ACL de los genes ortélogos a anquirina-1, una proteina Aux/IAA y una proteina con dominio
AP2, difieren en el tiempo y/o localizacion entre plantas apomicticas y sexuales.
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lll- MATERIALES Y METODOS

lll.1-Material vegetal

Los experimentos que se describen en esta tesis se realizaron utilizando material
vegetal de Paspalum notatum Fliggé, desarrollado y mantenido en el banco de germoplasma
del género Paspalum perteneciente al Instituto de Botanica del Nordeste (IBONE), CONICET-
UNNE, Corrientes y al Instituto de Investigaciones en Ciencias Agrarias de Rosario (IICAR),
CONICET-UNR. Como material de partida se utilizaron individuos tetraploides (2n = 4x = 40),
correspondientes a la variedad comdn de la especie (pasto horqueta), cuyo nimero de
cromosomas y modo de reproduccién fueron determinados previamente (Tabla 2). Asimismo,
se obtuvieron nuevos hibridos que se describen mas adelante (Tabla 2). Como individuos
tetraploides completamente sexuales se emplearon los genotipos: Q4188 y C4-4x.
Brevemente, Q4188 fue obtenido experimentalmente a partir del cruzamiento entre los
genotipos Q3664 x Q3853 (Quarin et al., 2003). El parental Q3664 (SWSB), es una planta
tetraploide apomictica facultativa con alto grado de sexualidad (Ortiz et al., 1997). Este
individuo fue inicialmente obtenido en la Estacion Experimental de Tifton, Georgia, USA por
el Dr. Glen Burton mediante el cruzamiento entre una planta tetraploide sexual (PT-2),
inducida por tratamiento con colchicina de un diploide (P. notatum var. Saurae) y un tetraploide
apomictico de estigmas blancos (WSB) (Burton y Forbes 1961). Luego de varias generaciones
de polinizacion abierta se obtuvo este individuo (Q3664) que posee estigmas blancos (Quarin
et al., 1984). El andlisis citoembriolégico de Q3664 mostrd que posee un 70% de ovarios con
sacos embrionarios meiéticos y alrededor del 30 % de ovarios con sacos apospéricos (Quarin
et al., 2004). En 1979, Q3664 fue cedido a la Facultad de Ciencias Agrarias de la UNNE y
mantenido por rizomas hasta la fecha. Dado su alto grado de sexualidad y la coloracién blanca
de los estigmas (color recesivo vs el purpura) este individuo fue empleado en numerosos
cruzamientos experimentales. La accesion Q3853 es un tetraploide apomictico nativo del Sur
de Brasil (Quarin et al., 2003). El genotipo C4-4x es un autotetraploide obtenido
experimentalmente por Quarin et al., (2001) mediante duplicacion cromos6mica, por
tratamiento con colchicina, de callos inducidos in vitro a partir de inflorescencias jévenes de
un diploide (sexual) natural de la especie (Tabla 2). Como individuos apomicticos se utilizaron
los siguientes materiales: Q4117: accesion apomictica con elevado grado de apomixis
originaria de una poblacién natural del estado de Rio Grande do Sul, Brasil (Ortiz et al., 1997)
y tres genotipos: J7, J11 y J40 con diferente grado de expresividad de la aposporia (J7 100

%, J40 56 % y J11 3 %) obtenidos de manera experimental por el Dr. Carlos Acufia en la
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Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional del Nordeste (FCA-UNNE),
Corrientes, a partir de cruzamientos entre el genotipo tetraploide totalmente sexual Q4205,
utilizado como parental femenino, y el genotipo tetraploide apomictico Q4064, utilizado como
dador de polen. El progenitor femenino Q4205 fue seleccionado de una progenie resultante
de la autofecundacioén de Q3664 (Quarin et al., 2003). El progenitor masculino Q4064 es un
tetraploide apomictico natural colectado en Saladas, Corriente, Argentina (Espinoza et al.,
2006) (Tabla 2).

Para los estudios de mapeo genético se utilizaron 16 individuos remanentes de una
poblacion F1 segregante por el modo de reproduccion desarrollada por Stein et al., (2007),
obtenida a partir del cruzamiento entre Q4188 x Q4117. Esta poblacién original fue extendida
a 50 individuos totales durante esta tesis, a partir de semillas derivadas del mismo cruzamiento
obtenidas en 2016 por el Dr. Camilo Quarin (IBONE-UNNE). Para inducir la germinacién, las
semillas fueron escarificadas mediante una incubacién de 15 min en un Erlenmeyer de 20 mli
conteniendo 4 ml de acido sulfurico 98% seguido de tres lavados de 5 min con H,Od (previa
extraccion del acido bajo campana). La germinacion se realiz6 en placas de Petri de vidrio
colocando 20 semillas por placa previamente acondicionadas con una base de algodén
embebida en H,Od sobre la que se colocé papel de filtro. Las placas se colocaron en una
camara con temperatura controlada a 28°C con 12 horas de luz durante 14-30 dias. Las
plantulas obtenidas se colocaron en vasos individuales conteniendo sustrato (turba, perlita 'y
compost) y se mantuvieron en invernadero durante aproximadamente 30 dias. Cuando las
plantulas alcanzaron al menos 15 cm de altura fueron trasplantadas a macetas de 20 litros
con tierra y mantenidas en condiciones naturales junto a la poblacién restante en el predio del
Instituto de Investigaciones de Ciencias Agrarias de Rosario. En la tabla 2 se resumen el

origen y modo de reproduccién de los materiales utilizados en el trabajo de tesis.
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Tabla 2. Identificacion, origen y modo de reproduccién de los genotipos de P. notatum
utilizados.

Modo de

Genotipo Origen Reproduccion Referencia
autotetraploide generado
C4-ax e.xpenmentalmenye_ por Sexual Quarin et al., 2001
tratamientos con colchicina de un
diploide
Q4188 hibrido experimental .
(03664 x Q3853) Sexual Quarin et al., 2003
Q4117 accesion natural colectada en - .
Rio Grande do Sul. Brasil Apomixis Ortiz et al., 1997
J7 -
Apomixis
Ji1 hibridos experimentales ApOmixis Acuna C.é::sc:)r:l]:rlcamon
(4205 x 4064) b P
J40 .
Apomixis
11 Hibridos F;!
! hibridos experimentales Apomixis Stein et al., 2007; esta
(Q4188 x Q4117) tesis
39 Hibridos F;?
Sexual

IHibridos F1 apomicticos: JS 9, 40, 71, 123, 130, 135, 136, 143, 145, 147, 150.
°Hibridos F1 sexuales: JS 7, 8, 32, 34, 36, 56, 57, 58, 70, 77,83, 96, 98, 117, 118, 119, 120, 124, 128, 129, 131,
132, 134, 138, 139, 140, 144, 146, 148, 149, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159.

[ll.2- Aislamiento de ADN genémico

La extraccion de ADN gendmico de las plantas experimentales se realizd segun la
técnica descripta por Shagai-Maroof et al., (1984) con las siguientes modificaciones: se
congelaron en N; liquido aproximadamente 3 g de tejido de hoja fresco. Luego se disgregé el
material mecanicamente empleando un mortero hasta obtener un polvo fino. Cada muestra
fue trasferida a un tubo de polipropileno de 15 ml conteniendo 9 ml de buffer de extraccién
(Tris-HCL 100 Mm pH 7,5; NaCl 700 mM; EDTA 50 mM pH 8,0; CTAB 2 % p/v y B-
mercaptoetanol 140 mM) e incubada a 65°C durante 1 hora agitando cada 10 min. Se
agregaron 10 ml de cloroformo, se mezclé durante 10 min, se centrifugd a 5.000 g por 10 min
y se recuperd la fase acuosa. Luego de una segunda purificacién con cloroformo, se agregé
un volumen de isopropanol frio a la fase acuosa obtenida (para precipitar el ADN) y se incub6
a -20 °C por 16 h. El ovillo del precipitado de ADN fue colectado con una varilla de vidrio,
lavado 20 min en una solucién de etanol 76 %, acetato de sodio 0,2 M, secado al aire,
transferido a un tubo Eppendorf de 1,5 ml y resuspendido en 700 pl de buffer TE (Tris-HCI 10
Mm; EDTA 1 mM; pH 8,0). Cada muestra de ADN fue incubada con 5 pl de ARNasa (4 mg/ml)
a 37°C durante 1 hora y posteriormente reprecipitada con 5% v/v de NaCl 5 M y un volumen

de isopropanol frio. Las muestras fueron centrifugadas a 10.000 rpm por 20 min y luego de
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descartar el sobrenadante, lavadas con etanol al 70% y secadas a temperatura ambiente. El
precipitado final de ADN fue disuelto en 250 ul de H.Od estéril.

La concentracion del ADN extraido se determiné por espectrofotometria a 260 nmy la
pureza de la extraccion se estimé empleando la relacién de absorbancia a 260/280 nm. La
integridad de las muestras se determiné por electroforesis en geles de agarosa al 1 % p/v
tefiidos con SYBR® Safe stains (Promega Cat.# S-33102) en una proporcion SYBR Safe:
TAE 1X de 1:10.000 (v/v). Las electroforesis se realizaron en una cuba Mupid®-One (Ref. MU-
0041-) conteniendo solucion reguladora TAE 1X durante 1 horas a 50 V. Las imagenes se
tomaron con el sistema Molecular Imager® Gel Doc™ XR System utilizando la opcion SYBR®
Safe.

[11.3- Clasificacién de hibridos F1por el modo reproductivo

A fin de contar con el material vegetal adecuado para la realizacién de los estudios
genéticos y moleculares de transcriptos y secuencias génicas asociadas al caracter apomixis,
los genotipos parentales Q4118 y Q4117 y los hibridos experimentales (Fis) fueron
reclasificados en cuanto a su modo de reproduccién (sexual o apomictico) mediante la
utilizacion de técnicas moleculares y citoembriol6gicas. Descartando de esta manera posibles
contaminaciones del material vegetal. En primer lugar, se realizé una clasificacion en base a
la amplificacion de dos marcadores moleculares 100 % ligados al caracter apomixis
detectados previamente en la especie (Rebozzio et al., 2012, Spoto et al.,, 2016).
Posteriormente se realizaron observaciones citoembrioldgicas de la morfologia de los sacos

embrionarios a partir del clarificado de ovarios en estadio de antesis (Young et al., 1979).

[11.3.1- Andlisis de marcadores moleculares ligados a la apomixis

Como marcadores moleculares indicativos de la presencia del locus responsable de la
apomixis (ACL) se utilizaron los marcadores de PCR: SPNA2, desarrollado por Rebozzio et
al., (2012) a partir de un marcador AFLP (E36M37c) 100 % ligado al ACL en P. notatum y
PPIAPO obtenido por Spoto et al., (2016) a partir de un marcador de RFLP derivado de un
clon de ADNc del cromosoma 2 de arroz (C932) que mapea completamente ligado al ACL en
al menos 4 especies del género Paspalum (Pupilli et al., 2004). El clon de arroz C932 codifica
para una proteina PPlasa del tipo FKBP (Podio et al., 2012). Los marcadores SPNA2 y
PPIAPO generan bandas de amplificacién de 114 pb y 500 pb, respectivamente, especificas

de los individuos con modo de reproduccion apomictica. Los cebadores utilizados para las
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reacciones de amplificacion se muestran en la Tabla 3. Las reacciones de amplificacion fueron
realizadas en un volumen final de 25 pl conteniendo 100 ng de ADN, 0,2 uM de cada cebador,
solucion reguladora 1X (INBIO Highway), MgCl> 1,5 mM, dNTPs 0,2 mM cada uno y 1U de
Taq polimerasa (INBIO Highway). Las condiciones de reaccion para SPNA2 incluyeron una
etapa inicial de 2 min a 94°C, seguido de siete ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 62°Cy 1 min a
72 °C disminuyendo la temperatura de apareamiento 1 °C por ciclo, seguido por 35 ciclos de
1 min a94°C, 1 min a 55°C y 1 min a 72°C, e incubacion final a 72°C durante 5 min (Rebozzio
et al.,, 2012). Los productos de amplificacién fueron suplementados con 5 ul de buffer de
siembra (formamida 95% p/v, NaOH 10 mM y azul de bromofenol 2 mg/ml), desnaturalizados
a 96° C por 5 min y sembrados en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 6% (acrilamida:
bisacrilamida 19:1, TBE 0,5X, urea 7,5 M). La electroforesis se realiz6 empleando un equipo
de secuenciacion Gibco-BRL modelo S2, USA a 60 W por 2:30 h (1 h sin las muestras y 1:30
h con las muestras) usando como soluciones reguladoras TBE 0,5X y 1X pH 8,0 en los
reservorios superior e inferior, respectivamente (Rebozzio et al., 2012). Los geles se revelaron
con nitrato de plata siguiendo el protocolo descripto por el “DNA Silver Staining System”
(Promega). Brevemente, el gel se incubd 20 min en solucion fijadora (acido acético glaciar
10% v/v), seguido de 3 lavados en H.Od de 2 min cada uno e incubacion en solucion de tincion
(AgNOs 1 g/l, formaldehido 0,1% v/v) por 30 min. Luego de un lavado de 10 s en H,Od y se
reveld con solucion de revelado (carbonato de sodio 30 g/l, formaldehido 0,1% vl/v, tiosulfato
de sodio 2 mg/l) pre-enfriada hasta la deteccion de las bandas. La reaccion fue detenida con

el agregado de la solucion fijadora (acido acético glaciar 10% v/v).

Las condiciones de amplificacién del marcador PPIAPO consistieron en una etapa
inicial de desnaturalizacion de 5 min. a 94 °C, seguida de 35 ciclos de 30 s a94° C, 1 min a
59 °C, 2 min a 72 °C. Los productos de amplificacion fueron suplementados con 5 ul de buffer
de siembra (sacarosa 40%, azul de bromofenol 0,25 % p/v) y resueltos en geles de agarosa
al 3 % p/v en solucién reguladora TAE 1X (Tris base, acetato de sodio y EDTA) y tefiidos con
el fluor6foro SYBR® Safe stains (Promega Cat.# S-33102) en una proporciéon 1:10.000 (v/v).
La electroforesis se realiz6 en una cuba Mupid®-One (Ref. MU-0041-) conteniendo solucion
reguladora TAE 1X durante 3 horas a 55 V. Las imagenes se tomaron con el sistema Molecular
Imager® Gel Doc™ XR System utilizando la opcién SYBR® Safe.
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Tabla 3. Cebadores utilizados para la amplificacion de los marcadores indicativos del modo de
reproduccién apomixis SPNA2 y PPIAPO.

Cebadores Secuencia (5'-3")
SPNAF CAATTCACCAAGTCAGTCAA
SPNAR TATTCACCCAAGTCTAACG
PPIAPOF1 CCGGTCGCAGTCAACAGAA
PPIAPOR1 TTTCTGGACAGATCACCGATCC

[11.3.2- Observaciones citoembriol6gicas

Se colectaron inflorescencias en el estadio de antesis de todos los individuos
pertenecientes a la poblacién F; segregante, incluido sus progenitores (Q4188 y Q4117) y se
fijaron en FAA (etanol 70%, formaldehido y acido acético glacial, en relacién 18:1:1) en tubos
de polipropileno de 15 ml por al menos 24-48 h y se los conservo en etanol 70% a 4°C. Se
disectaron entre 30 a 100 ovarios por planta bajo lupa y se transfirieron a tubos Eppendorf
con etanol 70% durante al menos 24 horas. El clarificado del material se realizé siguiendo el
protocolo descripto por Young et al., (1979). Brevemente, los ovarios aislados se incubaron
en agua oxigenada al 3% por 2 horas. Posteriormente, se les realizé una deshidratacion con
una serie de etanol (50%, 70%, 95% y dos pasos de etanol 100%, de 30 min cada una). Luego
se realiz6 la clarificacion del tejido empleando una serie de salicilato de metilo/etanol (v/v)
(1:1, 3:1, 5,6:1; 1:0 durante al menos 30 minutos en cada paso). Luego de 16 h en salicilato
de metilo al 100 % los ovarios se montaron en portaobjetos formando filas de a 10 ovarios y
se observaron con un Microscopio Leica DM2500 equipado con el sistema de contraste de

interferencia diferencial (DIC).

La clasificacion del modo reproductivo se realiz6 de acuerdo a la morfologia de los
sacos embrionarios descripta por Martinez et al., (2001), que permite diferenciar los
gametofitos de origen meidético (SEM), originados luego de sucesivas mitosis de la megaspora
funcional (MF) (n) procedente de la divisiobn meidtica de la célula madre de la megaspora
(CMM), de los sacos de tipo aposporicos (SEA) originados a través de sucesivas divisiones
mitoticas de células nucelares. Los SEM se caracterizan por la presencia de un aparato
oosférico bien definido en el extremo micropilar (una ovocélula y dos sinérgidas), una célula
central con dos ndcleo polares y un grupo de células antipodales en el extremo chalazal del
ovario (Martinez et al., 2001). Los SEA se diferencian por presentar en un extremo el aparato
oosferico (generalmente una ovocélula y dos sinérgidas), una célula central muy vacuolizada,
con dos nucleos polares y ausencia de células antipodales. Asimismo, es posible distinguir
sacos embrionarios mixtos (SEM+SEA) en los cuales se puede observar la presencia de

sacos meiodticos y aposparicos en el mismo ovario. Los ovarios clarificados que no mostraron
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sacos embrionarios desarrollados de ningun tipo, fueron considerados como abortados
(SEab).

[1l.4- Seleccion y obtencion de secuencias de genes de arroz asociadas al ACL

A partir de la lista de genes localizados en la regiébn de arroz sinténica al locus
responsable de la apomixis en especies de Paspalum reportada por Hosjgaard et al., (2011),
se seleccionaron para este trabajo tres genes que por sus anotaciones funcionales podrian
cumplir un rol importante en el desarrollo reproductivo y estar alterados durante el desarrollo
apomictico: LOC_0s12g40770, codificante para una proteina con repeticiones de anquirina-
1 (OsANK-TPR); LOC_0s12g40890 correspondiente a una proteina de respuesta a auxinas
(OslAA30) y LOC 0s12g41060 codificante para una proteina con dominios AP2
(OsAP2/ERF). Las secuencias gendmicas completas, las secuencias codificantes (CDS), el
ADNCc y las secuencias proteicas predichas para cada gen fueron descargadas de la base

“Rice Genome Annotation Project” (http://rice.plantbiology.msu.edu/). Posteriormente, se

identificaron los genes correspondientes en la base GRAMENE (www.gramene.org) y se

obtuvo la posicién exacta en el genoma de la especie.

[11.5- Identificacion de transcriptos de P. notatum similares a los genes de arroz

Desde el inicio del proyecto se dispuso de una base de referencia del transcriptoma
del desarrollo reproductivo de P. notatum obtenida por el sistema FLX+ Roche 454 (Life
Sciences). Dicha base de datos incluye el ensamblado de los transcriptos expresados durante
el desarrollo reproductivo, desde el estado de pre-meiosis hasta el estado de antesis, de los
genotipos tetraploides C4-4x (sexual) y Q4117 (apomictico) (Ortiz etal.,, 2017). La
secuenciacion y el analisis bioinforméatico fueron realizados en el Instituto de
Agrobiotecnologia de Rosario (INDEAR) en junio de 2013. Los resultados de la secuenciacion
se encuentran disponibles en el repositorio SRA (“Sequence Read Archive”) del Instituto

Nacional de Informacién Biotecnolégica (NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gov), bajo los nUmeros de

acceso SRX1971037 y SRX1971038 para la biblioteca apomicticas y sexual, respectivamente
(Ortiz et al., 2017). Las lecturas crudas obtenidas (largo promedio 482,54 pb) se procesaron
siguiendo la metodologia estandar. Se realizaron tres ensamblados de novo utilizando el
programa Newbler v2.8 (454/Roche, Branford, CT, USA): i) ensamblado de las lecturas
especificas de C4-4x (base SEX), ii) ensamblado de las lecturas especificas de Q4117 (base
APO) vy iii) ensamblado conjunto de las lecturas de C4-4x y Q4117 (base GLOBAL) (Ortiz et

al., 2017). El ensamblado sexual cuenta con 35.430 isogrupos (genes) y 43.888 isotigs
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(alelos/variantes de “splicing”), el apomictico 37.124 isogrupos y 47.569 isotigs y el
ensamblado global 48.842 isogrupos y 67.617 isotigs, respectivamente. Los niveles de
expresion de cada transcripto en el genotipo sexual y apomictico fueron estimados a partir del
numero de lecturas crudas (“raw reads”) de cada muestra (C4-4x y Q4117) que mapearon
sobre el ensamblado global. Se realizaron comparaciones de a pares (APO contra SEX) con
el programa EdgeR package (Robinson et al., 2010). Los transcriptos que mostraron un logFC
> 3.0 y un FDR < 0.05 fueron considerados como diferenciales. Este analisis permitié
identificar 3.732 isotigs de los cuales 2.066 se encontraron sobre-expresados en el genotipo

apomictico y 1.666 en el sexual (Ortiz et al., 2017).

Para identificar los transcriptos de P. notatum expresados durante el desarrollo
reproductivo apomictico y sexual similares a los derivados de los genes de arroz
seleccionados anteriormente (LOC_0s12g40770, LOC_0s12g40890 y LOC_0s12g41060),
se realizaron analisis de BLASTX y BLASTP (“Basic Local Alignment Search Tool”) (Altschul
et al., 1990) sobre las tres bases de referencia. Como consulta (query) se emplearon las
secuencias codificantes (CDS) (XM_015763531.2, XM _015765085.2 y XM_015763987.2) y
las secuencias proteicas (XP_015619017.1, XP_015620571.1 y XP_015619473.1)
correspondientes a los genes de arroz OsANK-TPR, OslAA30 y OsAP2/ERF,
respectivamente. Como parametros de busqueda se emplearon valores umbrales de: %
identidad > 50, e-value < 10°y bite score > 150 (Ortiz et al., 2017, 2019). En el caso de la
proteina con dominios AP2 se emplearon como consulta (query) ademas de las secuencias
de arroz OsAP2/ERF, seis secuencias proteicas representativas de la subfamilia BBM (BABY
BOOM) Oryza sativa: OsBBM1 (KAB8114989.1), OsBBM2 (EAY86677.1) y OsBBM3
(XP_015634444.1), Brasica napus: BnBBM2 (AAM33801.1), Arabidopsis thaliana: AtBBM
(AAM33803.1) y Pennisetum glaucum: PSASGR-BBM-likel (EU559277.1), y cinco de la
subfamilia AP2 (APETALAZ2), Rosa chinensis: RcAP2-like (XP_024182693.1), Setaria italica:
SiAP2-like (XP_022684171.1), Arabidopsis thaliana: AtAP2-like (AAC13770.1), Malus
domestica AHAP2 (AAL57045.2) y Oryza sativa: AP25 (B8AVJ9.1).

Los transcriptos (isotigs) identificados en las busquedas BLAST fueron analizados en
cuanto a la presencia de los dominios conservados de cada tipo de proteina (ANK-TPR,

AUX/IAA y AP2) utilizando el programa Pfam (http://pfam.xfam.org/). Posteriormente, se

realizaron alineamientos para determinar el grado de similitud entre las secuencias
aminoacidicas predichas y las secuencias utilizadas como consulta empleando los programas
ClustalW y Muscle (con los parametros open gap penalty: 10; gap extend penalty: 0.1),
disponibles en el software MEGA-X (Kumar et al., 2018). Las matrices obtenidas a partir de

los alineamientos multiples se utilizaron para construir arboles filogenéticos sin raices
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empleando el método Neighbor-joining o UPGMA con 1.000 sustituciones (“bootstrap”)
utilizando el software MEGA-X (Sneath y Sokal, 1973, Kumar et al., 2018).

[11.6- Identificacién de transcriptos pertenecientes a las familias ANK-TPR, Aux/IAA y
AP2/ERF de P. notatum

Con el fin de identificar los transcriptos expresados durante el desarrollo reproductivo
sexual y apomictico pertenecientes a las familias génicas ANK-TPR y Aux/IAA se obtuvieron

a partir de Ila base de datos “Rice Genome Annotation Project”

(http://rice.plantbiology.msu.edu/), las secuencias proteicas correspondientes a las 22
proteinas de la familia ANK-TPR (Huang et al., 2009) y a las 31 proteinas de la familia Aux/IAA
(Jain et al.,, 2006) reportadas para la especie. Entre ellas se incluyeron las secuencias
aminoacidicas codificadas por los locus LOC_0s12g40770 (OsANK-TPR) vy
LOC _0s12g40890 (OslAA30) localizados en la regiébn gendmica de arroz sinténica al ACL de
P. notatum (Hojsgaard et al., 2011). Para el caso de la familia ANK-TPR ademas de las
protinas de arroz, se obtuvieron los Unicos miembros de esta familia presentes en maiz
(ZmANK7 y ZmANK®61) y el Unico en Arabidopsis (AT3G04710) (Becerra et al., 2004; Jain
et al., 2006). Los nombres y numeros de accesion de dichas secuencias se encuentran
detallados en las Tablas VIII.1 y VIII.2 del Anexo. En el caso de la familia AP2/ERF se
seleccionaron seis secuencias proteicas representativas de la subfamilia BBM (BABY BOOM)
de Oryza sativa: OsBBM1 (KAB8114989.1), OsBBM2 (EAY86677.1) y OsBBM3
(XP_015634444.1), Brasica napus: BnBBM2 (AAM33801.1), Arabidopsis thaliana: AtBBM
(AAM33803.1) y Pennisetum glaucum: PSASGR-BBM-likel (EU559277.1), y cinco de la
subfamilia AP2 (APETALA2), Rosa chinensis: RcCAP2-like (XP_024182693.1), Setaria italica:
SiAP2-like (XP_022684171.1), Arabidopsis thaliana: AtAP2-like (AAC13770.1), Malus
domestica AHAP2 (AAL57045.2) y Oryza sativa: AP25 (B8AVJ9.1) (Jofuku et al., 1994;
Boutilier, 2002; Zhou et al., 2012; Lata et al., 2014; Conner et al., 2015; Han et al., 2018; Jha
y Kumar, 2018; Khanday et al., 2019). Las secuencias seleccionadas fueron utilizadas como
consulta en bisquedas BLASTP (% identidad > 60, e-value < 10*y bite score > 150) sobre la
base GLOBAL de proteinas predichas del transcriptoma del desarrollo reproductivo de P.
notatum (Ortiz et al., 2017). Las secuencias proteicas identificadas fueron analizadas con el

programa Pfam (https://pfam.xfam.org/) a fin de confirmar la presencia de los dominios

conservados correspondientes a cada familia. Posteriormente, se realizaron alineamientos
con el programa Muscle, utilizando el método UPGMA (open gap penalty: -2,90; gap extend
penalty: -0.1) de la versibn MEGA-X (Kumar et al., 2018) a fin de identificar las regiones
conservadas. Las matrices de distancias fueron posteriormente utilizadas para llevar a cabo

el analisis filogenéticos utilizando el programa MEGA-X v10.1 (Kumar et al., 2018). Los
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arboles filogenéticos se construyeron por el método Neighbor-joining empleando 1.000
sustituciones (“bootstrap”) para generar el arbol consenso de cada familia. Posteriormente,
utiizando las secuencias proteicas de los genes LOC_0Os12g40770 (ANK-TPR),
LOC_0s12g40890 (Aux/IAA) y AtAP2-like se obtuvieron las posibles redes de interaccion
porteina-proteina utilizando la base de datos STRING (https://string-db.org/).

[1l.7- Aislamiento y anédlisis de cosegregacion de fragmentos génicos de P. notatum

Como punto de partida para los analisis de cosegregacion entre las secuencias de P.
notatum identificadas en los puntos anteriores y el modo de reproduccién (sexual o
apomictica), se emplearon los transcriptos (isotigs) que mostraron mayor similitud con los
genes OsANK-TPR, OslAA30 y con los genes pertenecientes a la subfamilia AP2 y BBM, en
las busquedas BLASTX y BLASTP. Dado que al momento de realizar estos experimentos no
se contaba con un genoma de referencia de P. notatum, las probables estructuras génicas se
reconstruyeron utilizando como referencia las secuencias genémicas de sus ortdlogos mas
cercanos correspondientes a Oryza sativa (OSNPB_120599900, OSNPB_120601300 y
4325035) y Setaria italica (117848612 y 101771961). Las estructuras génicas predichas se
construyeron utilizando programa “Gene Structure Display Server” (GSDS versién 2.0,

http://gsds.cbi.pku.edu.cn/index.php) (Hu et al., 2015). Posteriormente, en base a la estructura

génica predicha se disefiaron cebadores sobre los bordes de los exones, flanqueando intrones
e incluyendo regiones conservadas, a fin de amplificar por PCR fragmentos especificos de
cada gen que detecten polimorfismos entre los individuos sexuales y apomicticos y contengan
los dominios de interés. El disefio de cebadores se realiz6 utilizando el programa Primer 3

v.0.4.0 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/) (Untergasser et al., 2012). Las secuencias

de los cebadores utilizados se muestran en la Tabla 4. Una vez disefiados los cebadores se
realizaron experimentos de mapeo genético empleando los genotipos Q4188 (sexual), Q4117
(apomictico) y la poblaciébn F; segregante por el modo de reproduccion, derivada del
cruzamiento entre ambos (Stein et al., 2007, esta tesis). Las reacciones de amplificacion de
PCR para cada candidato se realizaron inicialmente sobre el ADN genomico de Q4188 y
Q4117, empleando cebadores especificos de cada secuencia (Tabla 4). Para las
amplificaciones que mostraron patrones polimorficos entre los genotipos parentales, se
realizaron experimentos de analisis de segregante en grupo (BSA) (Michelmore et al., 1993).
Se conformaron in vitro dos grupos (“bulks”) con una concentracion final de 30 ng/ul a partir
de la mezcla de cantidades equimolares de ADN gendmico de cinco individuos Fi sexuales
(bulk-sex) y cinco individuos F1 apomicticos (bulk-apo). Para confirmar los casos en los que

se obtuvieron resultados positivos para el ligamiento se realizaron nuevas amplificaciones
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empleando los individuos utilizados en los “bulks” (experimento de “debulk” en forma
individual y se agregaron al experimento 5 individuos sexuales y 5 apomicticos. En algunos
casos se empled6 mayor cantidad de individuos de la poblacién Fi. Las reacciones de
amplificacion se realizaron en un volumen final de 25 yl conteniendo 60 ng de ADN, 0,2 uM
de cada cebador, 1x solucion reguladora de PCR 1X (INBIO Highway), MgCI2 1,5 mM, dNTPs
0,2 mMy 1U Taq polimerasa (INBIO Highway). Las condiciones de reaccion consistieron en
una etapa inicial de desnaturalizacion de 5 min a 94 °C, seguida de 35 ciclos de 30 s a 94°C,
1 min a 55 °C-60°C (segun la temperatura de “melting” de cada par de cebadores), 2 mina 72
°C y 10 min finales de elongacion a 72 °C. Los productos de las amplificaciones se resolvieron
por electroforesis en geles de agarosa al 1,5 - 2% tefidos con el fluor6foro SYBR® Safe stains
(Promega Cat.# S-33102) en una proporcién SYBR Safe: TAE 1X de 1:10.000 (v/v). La
electroforesis se realiz6 en una cuba Mupid®-One (Ref. MU-0041-) conteniendo solucion
reguladora TAE 1X durante 2 horas a 50 V. Las imagenes de los geles se tomaron con

Molecular Imager® Gel Doc™ XR System utilizando la opcién SYBR® Safe.

Tabla 4. Cebadores utilizados para amplificar secuencias genémicas correspondientes a genes
de P. notatum similares a los genes OsANK-TPR, OslIAA30, AP2 y BBM

Genes Cebador Secuencia (5'-3")
Pnl1445aF GTGAGGGTGCGTCTCTAAGC
Pnl1445aR AGCTCTAGCCAAACACAGGA
Pnl1446aF AGTTTATGCTGGCTGCGTCT
Pnl1446aR CGATTCATGCCAAATAGTGC
K Pn20570sF GAAATCTGAGTTCTTCAATGATATGG
Ank-TPR Pn20570sR TTGCAAAAGATTAAACCAGTCAAG
Pn20350aF AAATCAAGGGGTGATGATGC
Pn20350aR CATTGTGTCTGATTCGGCTTG
Pn20350alF CTTGTATGGGCTGCTGGTCA
ANK20350F CTCATCGACAACCTCCGTCT
Pn21112aF GGTGGACCTCAAGATGTACAAGA
IAASO RTPn21112aR TTCATGGCTTCTCTCTTTCGTAG
PnAP2LF GGCAGCTCCAAGTACAGAGG
PnAP2LR AGGTCAAGGTTGTGCTCGTC
AR PnBBMF GAACAAGAAGGGCAAGCAAG
PnBBMR ACCTCCCGTTGTGGTGGT

El analisis de ligamiento se realizé codificando los datos de presencia o ausencia de
los marcadores segregantes en cada F1 como derivados de loci heterocigotas y homocigotas,
respectivamente. En primer lugar los valores de segregacion de cada fragmento fueron

contrastados individualmente contra los valores esperados para una poblacion del tipo
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“psuedotestcross” (1:1 0 3:1) mediante una prueba de Chi-cuadrado 1 4. (p > 0,05) (Stein et al.,
2007). Posteriormente se realiz6 una prueba de cosegregacion entre los marcadores y el
caracter apomixis a través de un test de segregaciéon independiente (Chi-cuadrado 141 P <
0,05). Posteriormente, en aquellos casos en los que se corroboré la existencia de ligamiento
se estimaron las frecuencias de recombinacion mediante la relacion entre el nimero de
individuos recombinantes (que en este caso coincide con el nuimero de gametas

recombinantes) sobre el nimero total de individuos parentales (Cervigni et al., 2008).

[11.8- Mapeo fisico de secuencias de P. notatum

Desde finales del afio 2019 se contd con un borrador del genoma de P. notatum del
citotipo diploide, que permitié la realizacion de experimentos de mapeo in silico para
determinar la localizacion fisica de las secuencias de P. notatum en estudio. Brevemente, en
2017 se inicié un proyecto dirigido a generar un primer borrador (secuenciacién y ensamblado)
del genoma de P. notatum, utilizando como material vegetal un citotipo diploide sexual
(denominado #R1) que presenta alrededor de un 1% de sacos embrionarios aposporicos
(Quarin et al., 2001). El proyecto general pretende utilizar este borrador como referencia para
el ensamblado del genoma tetraploide (donde se expresa principalmente la apomixis) y
reconstruir el ACL de la especie (Ortiz et al., 2019). Al presente se dispone de unos 80 Gb de
secuencias gendmicas de alta calidad (Q score >30,0, largo = 150 pb) generados por la
tecnologia lllumina HiSeqg-1.500 paired-end (cobertura de aproximadamente 100x) y 38,4 Gb
de lecturas largas (Q score > 7,0, N50 18.709 pb) obtenidas por el sistema Oxford Nanopore
(aproximadamente 48x). A partir de estos recursos se realizaron varios ensamblados en el
Institut de Recherche Pour le Developpement (IRD) de Montpellier, Francia, de los cuales se
selecciond para este trabajo el generado con el programa Miniasm (Li, 2016). El mismo cubre
unos 822 Mb y cuenta 3.843 scaffolds (supercontings) de un largo promedio de 214,03 kbp y
un N50 de 299,7 kbp. Al utilizarse como referencia, este ensamblado permiti6 mapear mas
del 90% de las secuencias apareadas (pair-end) obtenidas por el sistema lllumina y alcanz6
una cobertura mayor al 75% de acuerdo al programa BUSCO (Simao et al., 2015) (Ortiz et al.,
Comunicacion personal). Esta referencia fue empleada como base de datos para andlisis de
BLASTN utilizando las secuencias nucleotidicas correspondientes a marcadores moleculares
completamente ligados a la apomixis en la especie (C1069), y de los transcriptos de P.
notatum correspondientes a los genes ortélogos a OsANK-TPR y OslAA30. Como parametros
de busqueda se emplearon valores umbrales de: % identidad > 80, E-value < 1e*°y bit score
> 200.
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[11.9- Clonado y secuenciacién de fragmentos génicos ligados al ACL P. notatum

Los fragmentos que resultaron ligados al ACL de P. notatum o cosegragaron con el
modo de reproduccion en el andlisis de ligamiento genético descripto en el punto I11.7, fueron
amplificados sobre ADN gendmico de Q4188 (sexual) y Q4117 (apomictico) con los mismos
cebadores y condiciones previamente mencionadas. Los productos de las amplificaciones se
resolvieron por electroforesis en geles de agarosa entre 1,5 a 2% tefidos con el fluoréforo
SYBR® Safe stains (Promega Cat.# S-33102) en una proporciéon SYBR Safe: TAE 1X de
1:10.000 (v/v). La electroforesis se realizé en una cuba Mupid®-One (Ref. MU-0041-)
conteniendo solucion reguladora TAE 1X durante 2 horas a 50 V. Las imégenes de los geles
se tomaron con Molecular Imager® Gel Doc™ XR System utilizando la opcion SYBR® Safe.
Las bandas de interés se cortaron del gel con un bisturi, se purificaron con el sistema de
limpieza de Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) y se clonaron en el
sistema pGEM-T-easy (Promega) utilizando bacterias de E. coli competentes DH5 alpha por
el metédo de cloruro de calcio (Promega). Al menos tres clones de cada amplicon se
secuenciaron por el servicio de Macrogen Inc.(Corea). El programa VecScreen

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html) se utilizé para identificar y eliminar

los segmentos de los vectores presentes en las secuencias clonadas. Empleando la version
libre del programa Sequencher 4.10.1 (Gene Code Corporation), las réplicas de cada amplicén
se alinearon para determinar la secuencia consenso de cada fragmento. Posteriormente, las
secuencias consenso obtenidas para cada uno de los fragmentos se alinearon entre si
empleando el programa ClustalW (Chenna et al., 2003), a fin de determinar el/los
polimorfismo/s de los alelos ligados al ACL. Ademas, se realizaron busquedas BLASTN en la
base de datos del Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBI;

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para corroborar la identidad de los fragmentos clonados y sobre

el transcriptoma de referencia del desarrollo reproductivo de P. notatum (Ortiz et al., 2017).

[11.10- Extraccion de ARNm y sintesis de ADNc

Con el fin de realizar estudios de expresion de los transcriptos relevantes asociados a
los genes de interés se realizé la extraccion de ARN total a partir de tejido reproductivo y
somatico. Como tejido reproductivo se colectaron inflorescencias en cuatro estados del
desarrollo del ovario: i) pre-meiosis, ii) meiosis, iii) post-meiosis y iv) antesis de dos genotipos
sexuales (C4-4x y Q4188), cuatro apomicticos (Q4117, J7, J40, J11) y seis hibridos F: de la
poblacion segregante (tres sexuales JS57, JS58, JS83 y tres apomicticos JS9, JS40, JS71).
La clasificacion del estado de desarrollo de las inflorescencias se realiz6 siguiendo el

calendario reproductivo descripto por Laspina et al., (2008). Para esto se colectaron
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inflorescencias en los diferentes estados y se mantuvieron en un recipiente con agua.
Posteriormente en el laboratorio se disectaron las anteras y se extrajeron los granos de polen
sobre un portaobjeto conteniendo una gota del colorante carmin acético (Carmin 10 mg/ml,
acido acético 45%), luego se cubrieron con un cubreobjeto. Los preparados fueron
observados utilizando un microscopio Optico Leica DM2500 y las iméagenes fueron
documentadas utilizando una camara digital (Leica Microsystemes, Wetzlar, Alemania). A
partir del estado de desarrollo de la microesporogénesis y microgametogénesis se estimé el
estado de desarrollo de la megagametogénesis y megasporogénesis (pre-meiosis, meiosis,
post-meiosis y antesis) (Laspina et al., 2008). Asimismo, se recolectaron espiguillas dos dias
después de la antesis (en etapa de embriogénesis y formacion del endosperma) de los
genotipos Q4188 y Q4117. Como tejido somético, se extrajo ARN de hojas jévenes y raices
en crecimiento correspondiente a los genotipos Q4188 y Q4117. Todo el material colectado,

clasificado y debidamente rotulado fue conservado a -80°C hasta su uso.

La extraccion del ARN total se realizé utilizando el método de TRIzol Reagent
(invitrogen) (Chomczynski, 1993). Se congelaron en N liquido 50 mg de cada una de las
muestras descriptas en el parrafo anterior. Luego se disgregaron mecanicamente en mortero
hasta obtener un polvo fino. Cada muestra fue trasferida a un tubo Eppendorf de 1,5 ml
conteniendo 1 ml de TRIzol Reagent, luego se homogeneizé e incub6 por 5 min a -4°C.
Posteriormente se agregaron 200 pl de cloroformo, se incub6 durante 5 min a -4°C y se separ6
la fase soluble por centrifugacion a 12.000 rpm a 4°C durante 15 min. La fase acuosa fue
recuperada en un tubo Eppendorf de 1,5 ml limpio. EI ARN se precipité mediante el agregado
de 500 pl de isopropanol frio e incubacién a -4°C por 10 min. Luego se centrifug6é a 12.000
rpm a -4°C durante 10 min y se descarté el sobrenadante utilizando una micropipeta.
Posteriormente, se lavé el pellet de ARN durante 5 min con etanol 75 %, se centrifugé a 12.000
rpm a -4°C durante 5 minutos y nuevamente se descart6 el sobrenadante. Finalmente, el pellet
de ARN se sec0 bajo flujo laminar y se disolvi6 en 25 pl de agua estéril libre de nucleasas. La
concentracion del ARN se determind mediante un fluorometro Qubit utilizando Qubit™ RNA
HS Assay Kit (Invitrogen Cat.# Q32852) y la integridad de las muestras se determing por
electroforesis en geles de agarosa al 1 % p/v tefiido con SYBR® Safe stains (Promega Cat.#
S-33102) en una proporcion SYBR Safe: TAE 1X de 1:10.000 (v/v). La electroforesis se realizd
en una cuba Mupid®-One (Ref. MU-0041-), previamente lavada con NaOH 0,4 M,
conteniendo solucion reguladora TAE 1X durante 1 horas a 50 V. Las imagenes se tomaron

con Molecular Imager® Gel Doc™ XR System utilizando la opcion SYBR® Safe

El ADNc se sintetiz6 a partir de 1 ug de ARN total, utilizando la enzima transcriptasa

reversa SuperScript® Il (Invitrogen Cat.# 11922-028) de acuerdo a lo indicado en el protocolo
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estandar del proveedor. La reaccion se realiz6 en un volumen final de 20 pl, inicialmente se
colocéd 1 ug de ARN total, 1 pl de Olido(dT) 100 puM, 1 pl de dNTPs 10 mM, H.Od hasta un
volumen final de 12 pl y se incub6 a 65° C por 5 min. Posteriormente se adicionaron 4 ul de
solucion reguladora 5X First-Strand y 2 ul 0,1 M DTT, se homogenizé e incubé a 42°C durante
2 min. Luego se agrego 1 ul (200 U) de la enzima SuperScript® Il y se incubd a 42°C durante
50 min. Finalmente se inactivo la enzima a 70°C por 15 min y la preparacion se almaceno a -

20°C hasta su uso.

[11.11- Analisis de expresion relativa por PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR)

Para determinar la expresion relativa de los transcriptos de P. notatum ortélogos a los
genes OsANK-TPR y OslAA30 de arroz en tejido somatico (hoja y raiz) y reproductivo
(espiguillas en estados de pre-meiosis, meiosis, pos-meiosis y antesis) se realizaron
experimentos de qRT-PCR siguiendo el protocolo descripto por Siena et al., (2014). Las
reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un volumen final de 15 ul conteniendo 20
ng de ADNc, 0,2 uM de cada cebador, 1X Mezcla Real gPCR (Biodynamics). Las condiciones
de reaccién consistieron en una etapa inicial de desnaturalizacién de 2 min a 94°C seguida
de 45 ciclos de 15 s a 94°C, 30 s a 57°C-60°C, 40 s a 72°C, utilizando un equipo Rotor gene
Q (QIAGEN, Hilden, Alemania). En todos los casos se efectuaron tres réplicas técnicas de

cada determinacién y al menos dos repeticiones biolégicas para cada genotipo y estadio.

Los cebadores para la amplificacion de los fragmentos fueron disefiados utilizando el

programa libre Primer 3 v.0.4.0 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/). Se tomd como

criterio que el fragmento amplificado presente un tamafo de entre 90 y 150 pb, que no incluya
dominios conservados (a fin de asegurar la amplificacion especifica de los transcriptos bajo
estudio) y en lo posible estar anclados en los bordes de exones, para discriminar los

amplicones derivados del ADNc y del ADN genémico (Tabla 5).
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Tabla 5- Cebadores utilizados para los estudios de expresién por qRT-PCR de los genes de P.
notatum ortélogos a OsANK-TPR y OsIAA30.

Cebadores Secuencia (5'-3")
RTANK2F AGTGCAGATGGAATTATAGAACACAC
RTANK2R GATCTGCCTGATTTCAGAGATGAC
RTANK3F ATATTAGCGGTGTTCCAAGTTGAT
RTANK3R TATGAGCTCTAGCCAAACACAGGA
RTANK4F GAAATCTGAGTTCTTCAATGATATGG
RTANK4R ACAAGTACATTGCTGAAAAGTATTCC

RTPn21112aF TGGTGTGTCAACTGTCCTATCTG
RTPn21112aR TTCATGGCTTCTCTCTTTCGTAG
B-tubulinaF GTGGAGTGGATCCCCAACAA
B-tubulinaR AAAGCCTTCCTCCTGAACATGG
Glucosa-6-fosfato DHF CATCAGAGATGAGAAAGTCAAGGTT
Glucosa-6-fosfato DHR AGCTTTAAGAATGAAAGGAACACCT

Como genes normalizadores se amplificaron fragmentos correspondientes a la -
tubulina (B8-TUB) y la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) debido a que ambos
muestran una expresion estable durante el desarrollo reproductivo apomictico y sexual de P.
notatum (Podio et al., 2014; Siena et al., 2014). Los datos de expresion fueron analizados
manualmente empleando el método del ACt (Pfaffl, 2001) y/o utilizando el programa REST
(QIAGEN).

[11.12- Andlisis de expresion por PCR semicuantitativa (RT-PCR)

Se realizaron experimentos de amplificacién por PCR semicuantitativa (RT-PCR) a fin
de determinar diferencias de expresion de los transcriptos ortélogos a OsANK-TPR y OsIAA30
empleando los cebadores RTANK3F, RTANK3R y RTPn2ll1l12aF, RTPn21112aR,
respectivamente (Ver Tabla 5). Las reacciones de amplificacion fueron llevadas a cabo en un
volumen final de reaccion de 25 pl por muestra utilizando 2 pl de una dilucion 1/5-1/10 de
ADNCc derivado de hojas, raices e inflorescencias colectadas dos dias después de antesis de
los genotipos Q4188 y Q4117, 1 U de ADN polimerasa Taq (INBIO Highway),1,5mM de MgCls,
0,2uM de dNTPs, 0,2uM de cada cebador y agua libre de nucleasas. Las condiciones de
reaccion consistieron en una etapa inicial de desnaturalizacién de 5 min a 94°C, seguida de
33 ciclos de 30 s a 94°C, 1 min a 59°C, 40 s a 72°C. Como gen normalizador se amplificé un
fragmento interno de B-tubulina, previamente utilizado para los analisis de expresion relativa.
Todas las muestras de ADNc, fueron amplificadas al mismo tiempo para evitar variaciones
debidas a la manipulacion de las muestras (Sciore etal., 1998). Los productos de las
amplificaciones se resolvieron por electroforesis en geles de agarosa al 2% tefiidos con el
fluoréforo SYBR® Safe stain (Promega Cat.# S-33102) en una proporcion SYBR Safe: TAE
1X de 1:10.000 (v/v). La electroforesis se realizdé en una cuba Mupid®-One (Ref. MU-0041-)
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conteniendo solucién reguladora TAE 1X durante 1 h 20 min a 50 V. Las imagenes se tomaron
con Molecular Imager® Gel Doc™ XR System utilizando la opcion SYBR® Safe.

La cuantificacién de la expresion se realiz6 utilizando el software ImageJ, que
cuantifica la cantidad de luz por pixel de un area determinada, construyendo con estos valores
una curva de intensidad, de la que se obtiene un &rea a través del calculo de integrales
definidas, dicha area es una medida indirecta de la intensidad de las bandas (Abramoff et al.,
2004). Empleando dicho software se cuantificaron los niveles de expresion a partir de
intensidades de las bandas amplificadas para cada gen, genotipo y tejido. Posteriormente, la
expresion de los genes blanco se relativiz6 empleando los valores de expresién del gen de

referencia B-tubulina.

[11.13- Experimentos de hibridacion in situ de tejidos

Con el fin de observar la localizacion de la expresién de los transcriptos
correspondientes al gen PnlAA30 en tejido reproductivo se realizaron experimentos de
hibridacion in situ de tejido en secciones de ovarios de los genotipos Q4188 (sexual) y Q4117
(apomictico) en diferentes estadios de desarrollo (pre-meiosis, meiosis y antesis). La
metodologia empleada se basé en el protocolo descrito previamente por Siena et al., (2014).
Brevemente, inflorescencias en distintos estados de desarrollo fueron colectadas y fijadas en
buffer de fijacion (4% de paraformaldehido/0,25% glutaraldehido en solucién reguladora
fosfato 0,01 M pH 7,2). Las mismas fueron clasificadas en cuanto al desarrollo reproductivo
(ver seccién 111.9), seccionadas y separadas bajo lupa estereoscépica. En el estadio de antesis
se separaron los ovarios individuales mientras que en los estadios mas jovenes se utilizé la
espiguilla entera para realizar la hibridacién. En estos ultimos se realiz6 un corte en la parte
superior y lateral de la espiguilla para facilitar el ingreso de la parafina al interior de la misma.
Posteriormente, se deshidrataron mediante incubaciones en una serie de etanol (70%, 80%,
95%, 100%) 30 min cada uno. Luego, se trataron empleando una serie de xilol/etanol (v/v)
(2:3, 1:1, 3:1) durante 30 minutos en cada uno, consecutivamente se incubaron durante 60
min en xilol 100%, este Gltimo paso se repitio tres veces. Todos los tratamientos en los que
se empled xilol se realizaron baja campana a temperatura ambiente. Posteriormente, las
muestras se infiltraron con parafina: xilol (1:1 v/v) e incubaron 4 h como minimo a 42°C, este
ultimo paso se repitié dos veces. Finalmente, se incubaron en parafina 100% a 60°C durante

dos dias con al menos 4 cambios de parafina.

Los tacos (bloques de parafina con la muestra incluida) se confeccionaron colocando

una pequefia capa de parafina liquida sobre un bloque metalico precalentado a 58°C, sobre
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la misma se acomodaron de 5-10 ovarios longitudinalmente (ovarios en antesis) y lateralmente
(ovarios en pre-meiosis y meiosis) y se cubrieron con parafina liquida a 60°C hasta el tope del
molde. Posteriormente, se dejaron enfriar a temperatura ambiente durante dos horas y se
almacenaron a 4°C. Los tacos se cortaron en secciones de 10 micras utilizando un Micr6tomo
Rotatorio TechLabs modelo YD A202D. Las tiras de parafina con las muestras seccionadas
se colocaron en portaobjetos previamente lavados con Tween 20 al 4% y HCI 0,1 N,
esterilizados y tratados con poli-L-lisina 100 mg/ml. Los cortes fueron desparafinados a través

de una serie de xilol-etanol antes de realizar la hibridacion.

Un fragmento de 500 pb especifico del gen de PnIAA30 fue seleccionado como sonda
para la hibridizacién, el mismo fue clonado en el sistema pGEM-T-easy segun lo descripto en
el apartado 1l.9 de esta seccion. El fragmento de ADN utilizado como sonda se generé por
medio de una PCR M13 F/R del plasmido recombinante. Cabe destacar que el fragmento
amplificado incluye los sitios promotores SP6/T7 del plasmido pGEM-T-easy. El producto de
amplificacién fue purificado con el sistema de limpieza de Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System (Promega) para luego verificar el tamafio del producto en un gel de agarosa al 1,5
%. Un total de 1 ug del producto de amplificacién puro fue utilizado para generar las sondas
marcadas por medio del sistema de marcacién de Roche DIG RNA (DIG RNA Labeling Kit
SP6/T7 Cat. No. 1175025, Roche). La discriminacion de las hebras sentido y antisentido se
basé en la homologia con la secuencia codificante conocida del gen, y la marcacién con la
RNA polimerasa correspondiente (promotor SP6 o T7). Las sondas se hidrolizaron
quimicamente con buffer NaHCOs:/Na,CO; a 60°C hasta obtener fragmentos de
aproximadamente 150-200 pb. El tiempo de hidrélisis en minutos (T) fue calculado segun la
formula; T = Lo— Lt/ k. Lo.Ls, donde; Lo y Lt corresponde al largo inicial y final de la sonda (kb),
respectivamente y k (0,11 kb/min) es la tasa de hidrolisis. El resultado de la hidrolisis fue
verificado en gel de agarosa al 1,5 %. La sonda tratada fue precipitada con 5 pl de acido
acético al 10 %, 11 ul de acetato de sodio 3M y 2,5 V de etanol absoluto para su purificacion.
Luego de la incubacion a -20 °C por 16 h y posterior centrifugacion el precipitado fue lavado
con etanol al 70 % para finalmete resuspender la sonda pura en 20 pul de H>O libre de

nucleasas.

La prehibridacion se realizé en una solucién reguladora de Tris-HCI 0,05 M pH 7,5 que
contenia 1 pg/ml de proteinasa K en una camara humeda a 37 °C durante 10 min. La
hibridacién se realiz6 durante toda la noche en una cadmara hiumeda a 37 °C, en solucién
reguladora Tris-HCI pH 7,5 10 mM que contiene NaCl 300 mM, formamida al 50%
(desionizada), EDTA 1 mM pH 8, 1x Denhardt, dextransulfato al 10%, 600 ng/ml de ARN total
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y 60 ng de la sonda. Luego de la hibridacion se realiz6 una serie de 4 lavados de 30 min cada

uno con buffer SSC en concentracion decreciente (4x, 2x, 1x y 0,5x) a 37 °C.

La deteccion se realiz6 siguiendo las instrucciones del kit de deteccion Roche Dig (DIG
Nucleic Acid Detection Kit Cat. No. 11175041910, Roche Applied Science, Mannheim,
Germany) utilizando un anticuerpo anti-DIG asociado a una fosfatasa alcalina y NBT/BCIP
como sustratos. La reaccion se detuvo con posteriores lavados con buffer de deteccién 4 (ph
8) y los preparados fueron montados en glicerol al 50 % antes de colocar el cubreobjeto.
Todas las observaciones se llevaron a cabo utilizando un microscopio de transmision de luz

Nikon E200. Las imégenes se documentaron empleando una camara Mikoba 845.
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IV- RESULTADOS

IV.1- Clasificacion de hibridos F1 segun el modo de reproduccién
IV.1.1- Clasificacion a través de marcadores moleculares

A fin de disponer del material experimental adecuado para la realizacion de los
experimentos planteados en el trabajo de tesis, se determind el modo reproductivo de 50
individuos de una poblacion F;1 segregante por el modo de reproduccién, obtenida a partir del
cruzamiento entre el progenitor femenino Q4188 (tetraploide sexual de origen experimental)
y el masculino Q4117 (tetraploide apomictico natural). Dicha poblacién incluy6 16 individuos
remanentes de la poblacion original generada por Stein et al., (2007), los cuales fueron
reclasificados, y 34 nuevos individuos derivados del mismo cruzamiento obtenidos en esta
tesis (Figura 7). En primer lugar la clasificacion del modo reproductivo se llevé a cabo
empleando dos marcadores moleculares completamente ligados a la apomixis en la especie:
el SCAR SPNAZ2, desarrollado a partir de un marcador AFLP (E36M37c) 100 % ligado al ACL
en P. notatum (Rebozzio et al., 2012) y el marcador de PCR PPIAPO, derivado de un clon de
ADNCc de arroz (C932) que mapea completamente ligado al ACL en al menos 4 especies de
Paspalum (Spoto et al., 2016).

> A

Figura 7. Poblacion F1 derivada del cruzamiento entre los genotipos Q4188 (sexual) y Q4117
(apomictico) de P. notatum en los terrenos de la Facultad de Ciencias Agrarias UNR/IICAR.

La extraccion de ADN gendmico de los progenitores y de la totalidad de los individuos
de la poblacién, por el metodo descripto por Shagai-Maroof et al., (1984) posibilitd la obtencion
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de ADN de buena calidad en todas las muestras (Figura 8). La amplificacion realizada con los
cebadores del marcador SCAR SPNA2 mostré la presencia del fragmento esperado de 114
pb (SPNA2) en cinco de los 26 individuos analizados (Figura 9a). Por su parte, la amplificacién
con los cebadores del marcador PPIAPO mostré la presencia de la banda esperada de 530
pb en 11 de los 50 individuos ensayados (Figura 9b). Dado el ligamiento completo de estos
dos marcadores con el caracter apomixis, la presencia o la ausencia de los marcadores en
cada uno de los individuos fue utilizada como criterio de clasificacion del modo de
reproduccion de los hibridos, en apomicticos y sexuales, respectivamente. Como resultado
de este analisis en la totalidad de los hibridos F1, 39 fueron clasificados como sexuales y 11
como aposporicos (relacion 3,5 sex :1 apo) (Tabla 6). Es de destacar que esta relacion de
segregacion del caracter en los individuos F; esta dentro del rango de valores obtenidos
previamente en poblaciones similares, obtenidas con los mismos u otros progenitores
(Martinez et al., 2001; Stein et al., 2004a; Zilli et al., 2015).

PS PA F

Figura 8. ADN gendémico de P. notatum.
Gel de agarosa al 0,8% tefido con
fluoréforo syber safe, donde se observan
bandas de alto peso molecular (indicado
por las flechas) correspondientes al ADN
gendmico de: PS: progenitor sexual
Q4188, PA: progenitor apomictico Q4117 y
17 individuos de la poblacion Fi.
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200pb-

150pb

100pb

Figura 9. Resultados de la clasificacion de la poblacion Fi1 por los marcadores SCAR SPNA2 y
PPIAPO. a) Gel de poliacrilamida al 6 % revelado con nitrato de plata mostrando productos de
amplificacion obtenidos con los cebadores de SCAR SPNA2 para los ADN gendmicos de Q4188 (PS),
Q4117 (PA) y 18 individuos F1. Las flechas indican la banda de 114pb correspondiente al marcador
SPNA2, presente en el progenitor masculino y algunos de los hibridos Fi, clasificados como
aposporicos. b) Geles de agarosa al 3 % tefiidos con syber safe mostrando productos de amplificacion
obtenidos con los cebadores de PPIAPO para los ADN genémicos de Q4188 (PS), Q4117 (PA) y 30
individuos Fi. Las flechas indican la banda de 530 pb correspondiente al marcador PPIAPO. El mismo
esta presente en el progenitor masculino y en algunas progenies (marcadas con asteriscos) que se
clasificaron como aposporicos.

IV.1.2- Clasificacion del modo reproductivo por citoembriologia

Ademas de la clasificacion de los individuos de la poblacion F1y sus parentales a través
de los marcadores moleculares SPNA2 y PPIAPO, 100 % ligados a la aposporia, se realizé
una clasificacion por citoembriologia a fin de descartar cualquier posible evento de
recombinacion entre los marcadores y el cardcter apomixis. Para esto, se observaron entre
20 y 100 ovarios en antesis de los 50 hibridos F1y de ambos genotipos parentales, utilizando
la metodologia del clarificado y microscopia DIC (Young et al., 1979). La clasificacién del modo
reproductivo se determiné teniendo en cuenta la morfologia de los sacos embrionarios

contenidos en los ovarios considerando la presencia de: i) sacos embrionarios de tipo
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meioticos (SEM), ii) sacos embrionarios meibticos y sacos embrionarios aposporicos (ovarios
mixtos) y iii) solamente sacos embrionarios apospéricos (SEA). Se consideraron como
apomicticos aquellos individuos que mostraron tanto, SEA como SEM y SEA (ovarios mixtos).
Se consideraron como sexuales a todas las plantas que no presentaron la capacidad de
formar sacos embrionarios aposporicos o0 mixtos, es decir todos aquellos individuos que
mostraron exclusivamente SEMs. En la Figura 10 se muestran la morfologia de los distintos
tipos de ovarios utilizados para la clasificacion.

Figura 10. Fotografias DIC mostrando la morfologia de los sacos embrionarios de P. notatum.
a) Ovario conteniendo un saco embrionario meiético (SEM), se observa el aparato oosférico y los 2
nacleos polares (np) de la célula central hacia el extremo micropilar y las antipodas hacia el extremo
chalazal. b) Ovario conteniendo un saco embrionario meiético delimitado por lineas punteada roja y
dos sacos embrionarios apospdricos marcados con lineas punteadas negras. En uno de los sacos SEA
se observa un proembridn en el extremo micropilar ¢ y d) Ovario con tres SEAS, se observa claramente
la ausencia de células antipodales en el extremo chalazal de cada saco embrionario. np: nucleos
polares, ca: células antipodas, ao: aparato oosférico, pro-emb: proembrién, SEM: saco embrionario
meidtico, SEA: saco embrionario aposporico.

73



Resultados

Como era de esperar el genotipo parental sexual (Q4188) mostrd exclusivamente

ovarios con sacos embrionarios del tipo mei6tico y el parental apomictico (Q4117) presento

una alta proporcion de ovarios con SEA y ovarios mixtos (SEA+SEM) (Tabla 6). Por otra parte,

de los 50 individuos F: analizados, 39 mostraron solo ovarios conteniendo SEM, siendo

clasificados como sexuales, los 11 individuos restantes mostraron ovarios conteniendo SEAs

0 (SEA+SEM) por lo que se clasificaron como apospéricos. Estos resultados son

concordantes con la clasificacion a través de marcadores moleculares. En la Tabla 6 se

presentan los resultados obtenidos por ambas metodologias.

Tabla 6. Clasificacion de la poblacion F1 derivada del cruzamiento Q4188 x Q4117, incluidos
estos, por medio de marcadores moleculares (SPNA2 y PPIAPO), y observaciones citoembriolégicas.

Individuo Marcadores ngrios % de ovarios Clasificacion
PPIAPO SPNA2 analizados SEM SEA SEM+SEA AB

Q4188 No No 21 90,5 0,0 0,0 9,5 S
Q4117 Si Si 33 51 50,0 38,8 6,1 AF

JS7 No No 43 88,4 0,0 0,0 11,6 S

JS8 No No 40 87,5 0,0 0,0 12,5 S
JS32 No No 23 87,0 0,0 0,0 13,0 S
JS34 No No 31 80,6 0,0 0,0 19,4 S
JS 36 No No 57 91,2 0,0 0,0 8,8 S
JS 56 No No 59 94,9 0,0 0,0 51 S
JS 57 No No 51 88,2 0,0 0,0 11,8 S
JS5H8 No No 61 90,2 0,0 0,0 9,8 S
JS 70 No No 76 86,8 0,0 0,0 13,2 S
JS 77 No No 26 88,5 0,0 0,0 11,5 S
JS 83 No No 48 91,7 0,0 0,0 8,3 S
JS 96 No No 36 91,7 0,0 0,0 8,3 S
JS 98 No No 32 93,8 0,0 0,0 6,3 S
JS 117 No No 81 85,2 0,0 0,0 14,8 S
JS 118 No No 76 86,8 0,0 0,0 13,2 S
JS 119 No No 31 87,1 0,0 0,0 12,9 S
JS120 No No 25 76,0 0,0 0,0 24,0 S
JS124 No No 54 92,6 0,0 0,0 7,4 S
JS 128 No No 60 85,0 0,0 0,0 15,0 S
JS 129 No No 24 79,2 0,0 0,0 20,8 S
JS 131 No No 38 92,1 0,0 0,0 7,9 S
JS132 No nd 27 81,5 0,0 0,0 18,5 S
JS134 No nd 54 79,6 0,0 0,0 14,8 S
JS138 No nd 60 85,0 0,0 0,0 15,0 S
JS139 No nd 51 92,2 0,0 0,0 7,8 S
JS 140 No nd 23 87,0 0,0 0,0 13,0 S
JS144 No nd 20 85,0 0,0 0,0 15,0 S
JS146 No nd 31 87,1 0,0 0,0 12,9 S
JS148 No nd 26 80,8 0,0 0,0 19,2 S
JS149 No nd 20 80,0 0,0 0,0 20,0 S
JS151 No nd 23 78,3 0,0 0,0 21,7 S
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JS152
JS153
JS154
JS155
JS156
JS157
JS158
JS159
JS9
JS 71
JS 40
JS 123
JS 130
JS135
JS136
JS143
JS145
JS147
JS150

No
No
No
No
No
No
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si

nd 22
nd 25
nd 20
nd 22
nd 23
nd 21
nd 20
nd 28
Si 40
Si 50
Si a7
Si 79
Si 44
nd 93
nd 37
nd 68
nd 62
nd 45
nd 51

95,5
88,0
95,0
83,3
100,0
85,7
95,0
100,0
15,0
10,0
2,1
8,9
27,3
16,1
18,9
7,4
22,6
2,2
17,6

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
52,5
44,0
68,1
58,2
36,4
23,7
37,8
27,9
24,2
46,7
43,1

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
12,5
40,0
27,7
25,3
27,3
58,1
32,4
60,3
46,8
46,7
31,4

45
12,0
5,0
16,7
0,0
14,3
5,0
0,0
20,0
6,0
2,1
7,6
9,1
2,2
10,8
4,4
3,2
4,4
7,8

VOO nmnmnmununm

AF

SEM: % de ovarios mostrando sacos embrionarios meiéticos, SEA: % de ovarios mostrando sacos embrionarios
aposporicos, SEM+SEA: % ovarios mixtos, mostrando los dos tipos de sacos, AB: % de ovarios con sacos

embrionarios abortados, S: sexual, AF: apomictico facultativo, nd: no determinado.

En base a los datos obtenidos a través de las observaciones citoembriol6gicas

presentadas en la Tabla 6, se calcularon los promedios generales, sus rangos con valor

minimo y maximo, y % C.V de los porcentajes de SEM, SEA, SEM+SEA y AB de los individuos

F1 sexuales y apomicticos de la poblacion segregante (Q4188 x Q4117). Los resultados se

presentan en la Tabla 7.

Tabla 7. Andlisis de los valores obtenidos en las observaciones citoembriol6gicas de los
individuos F1 derivados del cruzamiento entre Q4188 y Q4117.

Progenie F, % de ovarios

(Q4188 x Q4117) SEM SEA SEM+SEA AB
Promedio general 87,8 0 0 12,1

39 sexuales Rango de medias 76-100 0 0 0-21,7
%C.V 6,5 0 0 46,4
Promedio general 13,5 42,1 37,1 7,1

11 apomicticos Rango de medias 2,1-27,3 23,6-68,1 12,5-60,3 2,1-20
%C.V 57,4 31,9 37,7 69,6

SEM: sacos embrionarios meidticos, SEA: sacos embrionarios aposporicos, SEM + SEA: sacos embrionarios

mixtos, AB: sacos embrionarios abortados, % C.V: coeficiente de variacion porcentual.
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El promedio general del % SEM correspondiente a los 39 individuos F1 sexuales arrojé
un valor de 87,8, similar al valor observado en el parental femenino sexual Q4188 (% SEM=
90,5) (Tabla 1). Los valores minimos y maximos de % SEM fueron 76 y 100, respectivamente,
con un coeficiente de variacion porcentual de 6,5 que indico homogeneidad en los datos. Por
otro lado, los 11 individuos clasificados como apomictico mostraron un promedio de % de SEA
de 42,1, que varié de 23,6 a 68,1, dentro de este rango se encuentra el valor observado en el
parental apomictico Q4117. Lo mismo se observd para el caso del % de ovarios mixtos
(SEM+SEA). Por el contrario, la proporcion de ovarios con SEM varié de 2,1 a 27,3
desviandose del valor de 5,1 observado en Q4117, lo cual indica una amplia variacion de este

caracter en la progenie.
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IV.2- Analisis de genes con repeticiones anquirina (ANK) expresados durante el
desarrollo reproductivo de P. notatum

IV.2.1- Obtencién y andlisis de transcriptos similares a OsSANK-TPR de arroz

Como se menciond en la introduccion el gen LOC_0s129g04770 (OsANK-TPR)
codificante para una proteina con repeticiones de anquirina-1, y se encuentra presente en la
region del cromosoma 12 de arroz sinténica al ACL de P. notatum (Hojsgaard et al., 2011).
Debido a las funciones relacionadas con procesos del desarrollo de humerosos genes con
repeticiones ANK, se seleccion6 OsANK-TPR para su estudio. Para comenzar el analisis se
realizé una caracterizacion del gen, obteniendo la secuencia genémica, el CDS, el ADNc y la

secuencia proteica predicha desde las bases de datos Gramene y NCBI.

El gen de arroz presenta un tamafio de 4.684 pb y consta de 11 exones y 10 intrones
(Figura 11A), mientas que la secuencia de ADNc y CDS presentan un tamafio de 1.759 pb y
1.273 pb, respectivamente. Utilizando el programa Pfam (Finn et al., 2008) se determin6 que
la proteina de 427 amino&cidos contiene seis repeticiones de ANK y dos repeticiones TPR en
el extremo carboxilo y amino terminal, respectivamente (Figura 11B). Este tipo proteina (ANK-
TPR) pertenece a una de las 10 subfamilias ANK descriptas en arroz, donde presenta 22
miembros (Huang et al., 2009), mientras que solo posee dos copias en maiz (Jiang et al.,
2013) y una en Arabidopsis (Becerra et al., 2004).

OsANK-TPR (LOC_O0s12g40770)
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Figura 11. Esquemas de la estructura génica (A) y de la proteina predicha (B) del gen OsANK-
TPR (LOC_0s12g40770). A) Esquema representativo de la estructura génica, los exones (11) estan
representados por rectangulos amarillos y los intrones (10) por lineas grises, B) Esquema
representativo de los dominios conservados de la proteina OsANK-TPR. ANK: repeticiones de
anquirina, TPR: repeticiones tetratricopetido.

Con el objetivo de identificar los transcriptos de P. notatum similares al gen OsANK-
TPR, se realizaron busquedas de BLASTX y BLASTP sobre la base de datos de referencia

del transcriptoma del desarrollo reproductivo de los genotipos tetraploides C4-4x (sexual) y
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Q4117 (apomictico) disponible para la especie (Ortiz et al., 2017). Como consulta (query) se
utilizé la secuencia codificante (CDS) y la secuencia proteica correspondiente al gen de arroz.
Los resultados de las blusquedas arrojaron cinco transcriptos (isotigs) similares en la base de
datos sexual (score > 194, e-value < 8e™!) (Tabla 8) y cinco transcriptos en la base de datos
apomictica (score > 167, e-value < 1le*') (Tabla 9). Las secuencias identificadas (seccién
Secuencias del anexo VIII) fueron analizadas con el programa Pfam (https://pfam.xfam.org/)

para determinar si presentaban capacidad codificante y en ese caso establecer las estructuras
de las proteinas predichas por cada uno. Todos los transcriptos identificados en el
transcriptoma sexual presentaron capacidad codificante para proteinas, pero solo dos
correspondieron al tipo ANK-TPR, mientras que los otros tres restantes, codifican solamente
para las repeticiones de anquirina (Tabla 8). En el caso de los transcriptos detectados en la
base apomictica, tres codifican para proteinas del tipo ANK-TPR y dos solo para las
repeticiones ANK (Tabla 9). El hecho de haber detectado transcriptos del tipo ANK-TPR en
ambas bases (sex y apo), indica que este tipo de proteinas se expresa durante el desarrollo
reproductivo y que podrian corresponder a transcriptos derivados de genes ortélogos al gen
OsANK-TPR.

Tabla 8. Transcriptos similares a OSANK-TPR detectados en la base sexual (C4-4X)

Query Subject | Isogroup | Tamano | Tamaio | ldentidad | Alineamiento | e-value Score Tipo de
Isotig (gen) (pb) (aa) (%) (aa) proteina
17384 08926 1705 438 60,10 421 e-130 460 ANK-TPR
20818 12360 1265 333 66,97 333 e-123 439 ANK
05?2‘;‘;;""* 20570 | 12112 | 1290 359 60,60 368 e117 | 417 | ANK-TPR
10153 03312 1268 252 59,21 228 1e-67 253 ANK
10154 03312 1250 147 62,69 134 8e-41 164 ANK

Tabla 9. Transcriptos similares a OsANK-TPR detectados en la base apomictica (Q4117)

Query Subject | Isogroup | Tamaiio | Tamano | Identidad | Alineamiento | e-value | Score Tipo de
Isotig (gen) (pb) (aa) (%) (aa) proteina
11445 03522 1686 426 60,57 421 e-131 465 ANK-TPR
11446 03522 1460 421 60,92 412 e-129 457 ANK-TPR
05?2’5‘;”‘ 20350 | 0995 | 1713 472 50,12 431 %81 | 297 | ANK-TPR
15263 05431 904 167 63,64 154 8e-47 186 ANK
15264 05431 578 145 66,42 134 1e-41 167 ANK

A fin de determinar las relaciones filogenéticas entre las secuencias de los transcriptos

de P. notatum (isotigs) detectados en el paso anterior con el gen de arroz OsANK-TPR, se
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realiz6 un andlisis de agrupamiento con las secuencias proteicas predichas para las proteinas
del tipo ANK-TPR. Ademas de dichas secuencias se utiliz6 la proteina correspondiente al gen
de Arabidopsis ortdlogo a OsANK-TPR y una proteina del tipo ANK correspondiente a
Machantia polymorpha como proteina fuera de grupo. En primer lugar, se realizd un
alineamiento con el programa ClustaW (Chenna et al., 2003) y posteriormente se realiz6 el
andlisis de agrupamiento utilizando el método de UPGMA (Sneath y Sokal, 1973). Las
distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de Nei y Kumar (2000) sobre la base

del niamero de los aminoacidos diferentes entre las secuencias (Figura 12).
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Figura 12. Relaciones evolutivas de proteinas ANK-TPR: Arbol filogenético construido
utilizando el método del UPGMA (Sneath y Sokal, 1973) a partir de las secuencias de proteinas ANK-
TPR predichas expresadas en el transcriptoma floral de P. notatum. El porcentaje de replicados en las
pruebas de bootstrap (1000 repeticiones), en los cuales se asociaron los taxa analizados, se muestran
en los brazos. Las distancias evolutivas fueron calculadas usando el numero de diferencias de
aminoécidos de cada secuencia. Los calculos y el esquema del &rbol fueron realizados con el programa
MEGA-X (Kumar et al., 2018). A la derecha se muestran los esquemas de las proteinas predichas. Los
recuadros verdes indican las repeticiones de ANK y los naranjas de TPR. RICE 12 ANK-TPR:
LOC_0s12g40770.

Como resultado del andlisis se observaron dos grupos de secuencias bien definidos,
el primero (A) incluye a la proteina de arroz OsANK-TPR y a las secuencias proteicas
codificadas por los isotigs 11445 _apo, 11446_apo, 17384_sex y 20570_sex. Dado que los
dos primeros corresponden al mismo isogrupo (ver Tabla 9) podrian ser alelos de un locus
ortélogo al codificante para la proteina OsANK-TPR, expresados en la planta apomictica,
mientras el isotig 17384 seria una forma alélica expresada en el transcriptoma sexual. El isotig
20570_sex corresponderia a una forma similar expresada en el transcriptoma sexual. Esta

ultima secuencia se diferencia de las anteriores por la presencia de una repeticion ANK menos
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y tres repeticiones del dominio TPR. El grupo B est4 compuesto por el isotig 20350, que
corresponderia a un segundo gen ortélogo de P. notatum con menor similitud (~ 50 %) a la
OsANK-TPR bajo estudio, relacionado a la proteina ANK-TPR canénica, expresada en
Arabidopsis thaliana (copia Unica en la especie) y Marchantia polymorpha, a una mayor
distancia filogenético de esta ultima. Ademas, a fin de corroborar la relacion de estas
secuencias con el locus codificante para la proteina de arroz localizada en el cromosoma 12,
las secuencias proteicas de las ANK-TPR de todos los isotigs (11445, 11446, 17384, 20570 y
20350) fueron localizadas sobre el genoma de arroz mediante analisis de BLASTX en la base

Gramene (http://www.gramene.org/). Todas ellas, a excepcién del isotig20350 (que mapeb en

el cromosoma 5), mostraron homologia la proteina ANK-TPR correspondientes a la regién del

cromosoma 12 sinténica al ACL, por lo cual fue posible comprobar su relacion con el ACL.

Por otro lado, con el fin de identificar si alguno de los transcriptos similares al gen
OsANK-TPR presenta una representacion diferencial entre el desarrollo reproductivo sexual
y apomictico, se realizaron nuevas busquedas BLASTX, pero en este caso sobre el
“‘ensamblado global del transcriptoma” (ensamblado conjunto de las lecturas de C4-4x y
Q4117, ver parte 111.5 de Materiales y Métodos) del desarrollo reproductivo de la especie (Ortiz
et al., 2017). Dicho transcriptoma se utiliz6 como referencia para determinar el nimero de
lecturas (reads normalizados) de cada uno de los transcriptos expresados en los
transcriptomas apomictico y sexual, que pueden utilizarse para comparar los niveles de
expresion de cada entidad en ambos transcriptomas (Ortiz et al., 2017, Archivo adicional 6).
Para dicha busqueda se utiliz6 como consulta, al igual que en las basquedas anteriores, la
secuencia codificante del gen OsANK-TPR. Como resultado se obtuvieron seis transcriptos
similares a OsANK-TPR (score > 297, e-value < 1e®) (Tabla 10), dos de los cuales (isotig
35667 y isotig 32130) mostraron una representacion diferencial entre los transcriptomas de
C4-4x (sexual) y Q4117 (apomictico) (FDR < 0.05 y logFC > |1.5]) (Tabla 10). El isotig35667
presentd una expresion 14,8 veces superior en la base sexual (Log,FC = 3,8939), mientras
que el isotig32120 se expresa alrededor de cuatro veces mas en el transcriptoma apomictico
(LogoFC =-1,9264). Mediante busquedas BLASTN en los transcriptomas correspondientes se
determiné que el isotig35667 es altamente similar (score > 389, e-value = 0,0) al transcripto
isotig20570_sex, mientras que el isotig 32130 es altamente similar (score = 860, e-value =
0,0) al isotig 20350_apo (Tabla 10).
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Tabla 10. Transcriptos ANK-TPR similares al gen OsANK-TPR detectados en el ensamblado
global de desarrollo reproductivo de P. notatum. Los datos de expresién fueron tomados del Ortiz et al.
(2017), Material suplementario Tabla 6.

Isotigs Isct);f:sr? : Iszf:sr;n * | Lectural | Lecturas logFC | logCPM | p-value FDR
base global sexual apomictica en APO en SEX
isotig22564 | isotig10153 - 0 4 502601 | 251746 | 0112504 | 0,66067
isotig22565 | Isotig10154 - 0 2 407050 | 210314 | 050002 | 0,94142
isotig35667 | Isotig20570 _ 1 17 3,89397 | 397377 | 0,00015 | 0,00557
isotig32130 _ lsotig20350 | 30 8 1,92646 | 4,91625 | 000048 | 0,01502
isotig33233 | isotig20818 | isotig15263 3 11 1,79652 | 368643 | 005746 | 049360
isotig32953 | isotig17384 | Isotig11445 | 24 26 0,07879 | 527358 | 0,88786 | 1,00000

Lecturas en APO: nimero de lecturas del isotig/alelo correspondiente provenientes de la base apomictica, Lecturas
sex: numero de lecturas del isotig/alelo, provenientes de la base sexual. LogFC: logaritmo en base 2 de la relacion
entre lecturas en SEXy lecturas en APO, LogCPM: logaritmo de lecturas de cada transcripto por millén de lecturas.
p.value: probabilidad asociada, FDR: tasa de falso descubrimiento.

Estos resultados sugieren que el transcripto de P. notatum isotig 20570_sex, altamente
similar a OsANK-TPR, se sobreexpresa durante el desarrollo reproductivo sexual en relacién

al desarrollo apomictico.

IV.2.2- Identificaciéon y estudios de filogenia de genes ANK-TPR expresados en P.
notatum

Dado que la familia de proteinas con repeticiones de anquirina es altamente diversa,
y que podrian existir varios genes codificantes en P. notatum con funciones semejantes,
expresados durante el desarrollo reproductivo sexual y apomictico, se realiz6 un analisis de
BLASTP en el transcriptoma global utilizando como consulta (query) las proteinas
pertenecientes a la subfamilia ANK-TPR de arroz (22 miembros) (Huang et al., 2009),
Arabidopsis (un miembro) (Becerra et al., 2004) y maiz (dos miembros) (Jiang et al., 2013).
Como resultado de este analisis se detectaron solo cuatro proteinas predichas de la familia
ANK-TPR (codificadas por los isotig 19073; 32130, 32953 y 35667) similares (% Identidad >
50, e-value = 0 y Score >150) a las proteinas ANK-TPR de arroz, maiz y Arabidopsis (ver
Tabla VIII.3 del Anexo). A partir de este resultado las secuencias proteicas se hombraron
como: PnANK-TPRL1 (isotig 19073), PnANK-TPR2 (isotig32130), PNANK-TPR3 (isotig 32953)
y PnANK-TPR4 (isotig 35667) (Ver seccion Secuencias del anexo). Las secuencias
aminodcidicas se utilizaron para realizar un alineamiento y construir un arbol filogenético
empleando el programa MEGA-X (Figura 13). Como era de esperar, las proteinas codificadas
por los isotigs 32953 (PNANK-TPR3) y 35667 (PnANK-TPR4) agruparon con la proteina
OsANK-TPR (LOC_0s12g40770). Ademas, en este grupo también agrupo la secuencia de
arroz codificada por el LOC_0s12g407080 (presuntamente paralogo a LOC_0s12g40770) y
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la secuencia de maiz ZmANK?7 codificada por el locus (Zm00001d030982). Por otro lado, la
proteina PNANK-TPR2 (codificada por el isotig 32130) agrup6 con la proteina codificada por
el LOC_0s05g01310 de arroz (en coincidencia con el analisis realizado anteriormente), la
proteina de ZMANK®61 codificada por el locus (Zm00001d011102), y la proteina ANK-TPR de
Arabidopsis codificada por el locus AT3G04710. La proteina PnANK-TPRL1 predicha por el
isotig 19073 agrup6 con la proteina de arroz codificada por LOC_0s01g07980 (Figura 13).
En base a estos grupos, que incluyeron a las proteinas ANK-TPR predichas de P. notatum,
se realizaron nuevos alineamientos para determinar las regiones conservadas de las

proteinas que se muestran en la Figura 8.

El alineamiento de las proteinas del grupo A (Figura 14A) muestra una alta
conservacion de los dominios ANK y TPR entre las cuatro secuencias del grupo. Las proteinas
de P. notatum PnANK-TPR3 (expresado por el isotig 32953) y PNANK-TPR4 (forma derivada
del isotig 35667) se diferencian entre si por la presencia de un extremo amino terminal mas
largo en la forma PnANK-TPRS3, similar a las proteinas de arroz y maiz que esta ausente en
PnANK-TPR4, y una delecion de 6 aminoacidos en esta Ultima sobre el extremo carboxilo
terminal. La comparacion de secuencias en el grupo B (Figura 14B), muestra asimismo un
alto grado de conservacion de aminoacidos, en donde la forma de P. notatum PnANK-TPR2
presenta un segmento de 16 amindacidos en el extremo amino terminal ausente en todas las
otras proteinas. Es de destacar aqui la gran similitud con la proteina de Arabidopsis, por los
cual podria corresponder a la forma candnica a partir de la cual derivaron las otras formas. En
el caso del grupo C (Figura 14C), la proteina de P. notatum PnANK-TPR1 presenta 258
aminoacidos mas que la proteina de arroz codificada por LOC_0s01g07980, esto se debe a
que PnANK-TPR1 contiene seis repeticiones ANK, mientras que la proteina de arroz solo
presenta tres. Se observa una elevada conservacion entre las dos secuencias en las regiones
correspondientes a las tres Ultimas repeticiones ANK y las tres repeticiones TPR de PnANK-
TPR1 (aminoacido 258 al 539) y las tres repeticiones ANK y TPR de la proteina de arroz
(aminoacido 1 al 282).
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Figura 13. Arbol filogenético construido con secuencias proteicas de la subfamilia ANK-TPR

de Oryza sativa, Zea Mays, Paspalum notatum y Arabidopsis thaliana. Como proteina fuera de grupos
se utilizd una proteina con repeticiones ANK de Cyanobacteria bacterium
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Figura 14. Alineamiento de proteinas ANK-TPR expresadas en P. notatum con sus posibles secuencias ortologas de arroz, Arabidopsis y maiz.

El alineamiento se realiz6 con el programa Muscle y la visualizacién con Jalview 2.10.5. A) Alineamiento del grupo de proteinas homoélogas a OsANK-

TPR (LOC_0s12g40770). B) Alineamiento del grupo de proteinas homadlogas al inico miembro ANK-TPR de Arabidopsis y C) Alineamiento de PNANK-
TPR1 y la proteina de arroz codificada por LOC_0s01g07980.
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IV.2.3- Aislamiento y andlisis de cosegregaciéon de secuencias génicas ANK-TPR de P.
notatum

Para corroborar la presencia de los genes de P. notatum que codifican para las
proteinas ANK-TPR detectados en los estudios transcriptémicos anteriores, y determinar a su
vez el posible ligamiento genético entre los mismos y el modo de reproduccion, se realizaron
experimentos de andlisis de segregantes en grupos (Michelmore et al., 1993) a partir de
amplificaciones por PCR del ADN gendmico de los individuos Q4188 (sexual) y Q4117
(apomictico), un grupo sexual (BS) y uno apomictico (BA). Cada grupo representativo del
modo de reproduccion, estuvo integrado por cinco individuos F1 de cada clase (sexuales y
apomicticos), derivados de la poblacion segregante (Q4188 x Q4117). Los cebadores
utilizados para la amplificacién de cada transcripto se muestran en la Tabla 11. Como primer
paso y con el objetivo de determinar la disposicion de las secuencias exénicas presentes en
los isotigs se reconstruyeron las estructuras génicas hipotéticas para cada transcripto
utilizando como referencia las secuencias gendmicas de arroz (OSNPB_120599900) y Setaria
italica (117848612).

Tabla 11.- Cebadores disefiados para amplificar secuencias genémicas correspondientes a los
genes de P. notatum homoélogos a OsANK-TPR.

Cebador Secuencia (5'-3")
Pn11445aF GTGAGGGTGCGTCTCTAAGC
Pnl1l1445aR AGCTCTAGCCAAACACAGGA
Pnli446aF AGTTTATGCTGGCTGCGTCT
Pnl11446aR CGATTCATGCCAAATAGTGC
Pn20570sF GAAATCTGAGTTCTTCAATGATATGG
Pn20570sR TTGCAAAAGATTAAACCAGTCAAG
Pn20350aF AAATCAAGGGGTGATGATGC
Pn20350aR CATTGTGTCTGATTCGGCTTG

Pn20350alF CTTGTATGGGCTGCTGGTCA
ANK20350F CTCATCGACAACCTCCGTCT
ANK20350F TCCACGGTCAAGGAGGTACT

El alineamiento de los isotigs 11445 apo y 17384 _sex con la secuencia genémica de
arroz mostré que los transcriptos codifican para 11 exones, al igual que la estructura génica
de OsANK-TPR. Ademas, se observa diferencia en una porcion especifica de baja homologia
en el exon 11 (Figura 15A). Como era de esperar, se obtuvieron similares resultados para el
isotig 11446, siendo la ausencia del ultimo exon la diferencia encontrada comparado con el
gen de arroz (Figural5B). La amplificacion por PCR sobre el ADN genomico con los
cebadores Pnll445aF y Pnll445aR mostraron un fragmento monomorfico de

aproximadamente 700 pb y otro polimorfico de 800 pb presente en el genotipo sexual
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(Q4188), y solo el fragmento de 700 pb en el apomictico. Este resultado mostré una diferencia
genética entre ambos genotipos, pero las amplificaciones en los grupos apo y sex mostraron
patrones monomorficos (Figura 15C). Es probable que se trate de la amplificacion de un alelo
presente en el genotipo sexual (derivados de una insercién), y que el locus segrega
independientemente del modo de reproduccion. Las amplificaciones para el isotig 11446 con
los cebadores Pnl1446aF y Pnll1446aR, resultaron en una sola banda monomorfica de
400pb, lo cual indica la inexistencia de polimorfismos entre las formas sexual y apomictica del
gen en la region amplificada, por lo cual no fue posible realizar un analisis de ligamiento con

este framento (Figura 15D).

Isotig17384_sex — o — — —

Isotig11445_apo
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B Exones F —» cebadores 384 pb
MM Q4188 Q4117 BS BA MM

Q4188 Q4117 BS  BA
R
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Figura 15. Esquema de las estructuras génicas y patrones de amplificacién correspondientes
alosisotigs 17384 _sex, 11445 apo y 11446 _apo. A) Esquema de las estructuras a génicas hipotéticas
para los isotigs 17384_sex y 11445 apo. B) Esquema de las estructuras a génicas hipotéticas para el
isotig 11446_apo. Las regiones indicadas en naranja representan sectores de baja homologia con la
referencia. C) Gel de agarosa al 2 % con bandas correspondiente a las amplificaciones de los isotig
17384 _sex y isotig 11445 apo. La flecha roja indica la banda polimérfica perteneciente al genotipo
Q4188, ausente en el padre apomictico (Q4117) que resulté monomorfica entre los grupos apo y sex.
D) Gel de agarosa al 2 % con banda monomoérfica correspondiente a la amplificacion del isotig
11446 _apo. MM: marcador molecular, Q4188: madre sexual, Q4117: padre apomictico, BS: grupo/ bulk
sexual, BA: grupo/ bulk apomictico.

A fin de determinar un posible ligamiento del alelo polimérfico derivado de la
amplificacién de los isotigs 17384_sex y 11445 apo que pudo no detectarse en el analisis de
grupos, se relizaron nuevas amplificaciones utilizado los mismos cebadores descritos
anteriormente sobre ADN gendmico de los individuos parentales (Q4188 y Q4117) y 19

individuos Fi (14 sexuales y cinco apomicticos). Los resultados de la amplificacion se
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muestran en la Figura 16. En primera medida se determiné la relacion de segregacion
(presencia: ausencia) del fragmento polimorfico (marcador) en los individuos Fi, como
derivado de un locus heterocigota uniplexo (Aaaa), segregando de organismo tetraploide en
caso de herencia disdbmica o polisomica mediante una prueba de Chi cuadrado (x?). De las
19 plantas F;, seis y 13 mostraron la presencia y ausencia de la banda polimérfica,
respectivamente. Estos valores ajustaron a una relacion de segregacion 1:1 (presencia:
ausencia) con un valor x? = 2,5789 y un p-valor > 0,1, para un tipo de marcador ADS (alelo
de dosis simple). Esta relacion es independiente del nivel de ploidia y el tipo de herencia del

organismo (Wu et al., 1992).

Para evaluar si el marcador segrega de manera independiente o ligado al modo
reproductivo, nuevamente se empledé una prueba de Chi-cuadrado (x?) contrastando los
valores de segregacion observados contra los esperados para segregacion
independientemente de dos loci en una poblacién segregante del tipo retrocruza. La prueba
de cosegregacion mostré un valor de x? = 6,8947 con lo cual ajusté a una segregacion
independiente al modo de reproduccion (p > 0.05). Este resultado confirma que el
polimorfismo detectado no se encuentra ligado genéticamente al ACL. Probablemente se

deba a la amplificacién de un gen parélogo localizado en otra region gendémica independiente.

Q4188

F, Sexuales F, Apomicticas

Q4117

MM

B T leeweewlllveslvowewlBuwwee

Figura 16. Gel de agarosa al 2 % mostrando la amplificacion de los isotigs 17384 sex y
11445 apo empleando los cebadores Pnl11445aF y Pn11445aR sobre los genotipos parentales y 19
individuos de la poblacién segregante por el modo de reproduccion (14 Fi1 sexuales y CINCO F:
apomicticas). La flecha roja indica la banda polimérfica.

Por otro lado, las amplificaciones para el isotig 20570_sex, resultaron en una banda
monomorfica de aproximadamente 1.300 pb, coincidente con el tamafio esperado tomando
como referencia la estructura génica obtenida hipotéticamente (Figura 17A), demostrando
que el alelo detectado esta presente tanto en el genoma sexual (Q4188) como en el
apomictico (Q4117) y no fue posible utilizarlo para realizar el analisis de ligamiento (Figura
17B).
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Figura 17. Esquema de la estructura génica y amplificaciones del isotig 20570. A) Esquema
de la estructura génica hipotéticas de P. notatum obtenidas con la secuencia genémica de OsANK-
TPR como referencia. Las regiones naranjas de los exones representan baja homologia con la
referencia. B) Gel de agarosa al 2 % con banda monomérfica correspondiente a la amplificacion del
isotig 20570. MM: marcador molecular, Q4188: madre sexual, Q4117: padre apomictico, BS: bulk
sexual, BA: bulk apomictico.

En el caso de la amplificaciéon del isotig 20350 _apo, las amplificaciones sobre ADN
genomico se realizaron empleando tres juegos de cebadores diferentes. Los tamafios de los
fragmentos amplificados resultaron coincidentes con los esperados, tomando como
referencia la estructura génica hipotética generada con la secuencia gendémica de Setaria
italica (117848612) (Figura 18A). Las amplificaciones realizadas con el juegol (ANK20350F
y ANK20350R) mostraron una banda monomoérfica de aproximadamente 250 pb, y una
polimorfica de 300 pb, presente en el genotipo sexual que resulté monomorfica entre los
grupos (Figura 18B). Las amplificaciones con el juego de cebadores 2 (Pn20350alF y
Pn20350aR) mostraron una banda monomoérfica del peso esperado (2000-3000pb) y un
patron de bandas mdltiples. Una de ellas de aproximadamente 700 pb mostré una banda
polimorfica en el progenitor apomictico y en el grupo apomictico, ausente en el progenitor
sexual y en el grupo sexual. Los resultados de dicha amplificacion, que sugeriria un posible
ligamiento genético de este alelo con el modo de reproduccién, no pudo repetirse
consistentemente en las amplificaciones de las progenies Fi. (Figura 18C). El juego de
cebadores 3 (Pn20350aF y Pn20350aR) amplific6 una banda monomorfica de 760 pb,
aproximado al peso esperado y una segunda banda/alelo polimérfico de mas de 1000 pb,
presente en el parental apomictico y ausente en el parental materno (Figura 18D). La
segregacion de este alelo, como en el caso anterior, resulté independiente del modo de
reproduccion.
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Figura 18. Esquema de la estructura génica y amplificaciones del isotig 20350 _apo. A)
Esquema de las estructuras a génicas hipotéticas obtenidas para el isotigs 20350_apo. B) Gel de
agarosa al 2 % con bandas correspondiente a la amplificacion con el set 1 de cebadores. La flecha
roja indica la banda polimérfica ausente en el parental apomictico (Q4117). C) Gel de agarosa al 2 %
con banda monomorfica correspondiente a la amplificacién con el set 2 de cebadores. D) Gel de
poliacrilamida al 6 % con bandas correspondiente a las amplificaciones con el set 3 de cebadores. La
flecha roja indica la banda polimorfica ausente en el parental sexual (Q4188), en dos individuos F1
sexuales y en dos apomicticos. MM: marcador molecular, Q4188: madre sexual, Q4117: padre
apomictico, BS: bulk sexual, BA: bulk apomictico.

Estos resultados mostraron que, a pesar de amplificar diferentes regiones del gen, no

fue posible determinar su ligamiento con el modo reproductivo.

IV.2.3.1. Mapeo fisico de PnANK-TPR3 en el genoma (2x) de P. notatum

Como se menciond en la introduccion, desde el afio 2019 nuestro equipo cuenta con
un borrador del genoma de P. notatum de un citotipo diploide sexual (denominado #R1) que
presenta alrededor de un 1% de sacos embrionarios apospéricos (Quarin et al., 2001). Con
el fin de mapear in silico, las secuencia de los isotigs/genes 17384 _sexy 11445 apo (PnANK-
TPR3), se utilizaron dichas secuencias en busquedas BLASTN (% identidad > 80, e-value <
e%y bit score > 200) sobre el borrador del genoma previamente mencionado. El andlisis
determiné que ambas secuencias mapearon en el ensamblado (scaffold) utg001669l que
presenta un largo total de 582.227 bp y que contienen al marcador C1069 100% ligada al
ACL (Tabla 12). En ambos casos, se detectaron regiones de similitud superiores al 90% en
la mayor parte del largo de los isotigs (963 bases/ 1705 bases totales del isotig 17384_sex y
1088 bases/ 1686 bases totales del isotig 11445 _apo).
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Tabla 12. Resultados de las busquedas BLASTN sobre el borrador del genoma del citotipo
diploide sexual #R1 de P. notatum.

Query Subject Identidad Alineamiento e-value Score
(Scaffold) (%) (bases)
90,88 340 4120 436
89,94 179 2e4 219
PnANK-TPR3 92,12 165 3e56 224
Isotig17384._sex utg001669l
93,71 143 lest 209
97,79 136 2e58 231
92,47 465 0 654
97,79 136 2e58 231
PnANK-TPR3 utg001669I 58
Isotig11445_apo 92,73 165 re 230
90,50 179 3e56 224
93,71 143 le5t 209
CHltle) utg001669I 80,90 2408 0 1633

Isotigl7513_apo

Posteriormente, utilizando como referencia la secuencia génica del scaffold
utg001669I se construyeron las secuencias génicas del gen PNANK-TPR3 y se compararon
con la secuencia del gen de arroz OsANK-TPR (Figura 19). Este analisis determiné que el
gen PNANK-TPR3 resulté muy similar a OsANK-TPR, conteniendo los 11 exones predichos

y manteniendo un alto grado de microcolinealidad entre ambos.

OsANK-TPR _ - — — - —
LOC_0s12904770 ¥ | . . . . : . . . 3
Oop $00bp 10005 1500tp 2000kp 2500%p 3000bp 3500bp 4000bp 1500p

PnANK-TPR3 _ - - — — S— —

5

Isotig17384_sex ° . . , ,

I | I
Obp 500bp 1000bp 1500bp 2000bp 2500bp 3000bp 3500bp

PnANK-TPR3
. L A A ' 1 L 1 1
Isotig11445_apo Obp S00bp 1000bp 1500bp 2000bp 2500bp 3000bp 3500bp

Eon = Intion

Figura 19. Comparacion de la estructura génica de los isotigs 17384 _sex y 11445 apo
(PNANK-TPR3) de Paspalum notatum con su homdlogo de arroz OsANK-TPR (LOC_0s12g40770).

Estos resultados indican que PnANK-TPR3, similar a OsANK-TPR se encuentra
fisicamente cercano a uno de los marcadores especificos del ACL de P. notatum (Ortiz et al.,

2013) y por lo tanto se localizaria en un fragmento cromosémico cosegregante con la
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apomixis en la especie. Ademas, se observé una buena colinealidad espacial del marcador y

el gen ANK-TPR entre arroz y P. notatum (Figura 20).

1

25,0 * Marcador C1069 » Marcador C1069

—* OsANK-TPR

2 Mb

/(W
25,7 0,36
1 PNANK-TPR3
>< 26,4 0,25
27,1 0,14 -

Mb
Scaffold utg001669l P. notatum (2x)

1, A A A 1 l_’/‘ | >

D \__\Zl,g
Mb
Cromosoma 12 de arroz

Figura 20. Representacidon esquematica del mapa fisico de la regién del cromosoma 12 de y
del scaffold utg0016691 de P. notatum. En ambos esquemas se localizaron las secuencias
correspondientes al marcador C1069 y el gen codificante para la proteina con repeticiones de anquirina
ANK-TPR.

IV.2.4- Andlisis de expresion de genes PNANK-TPR en tejido floral

Con el propdsito de estudiar los niveles de expresion de los genes PNANK-TPR2
(isotig20350_apo), PnANK-TPR3 (isotigs 17384 _sex y 11445 apo) y PnANK-TPR4
(isotig20570_sex) durante el desarrollo reproductivo de P. notatum, se realizaron
experimentos de gRT-PCR sobre una mezcla in vitro equimolar del ADNc obtenido a partir de
ARNmM de espiguillas de los diferentes estadios del desarrollo reproductivo (pre-meiosis,
meiosis, post-meiosis y antesis) de los genotipos C4-4X y Q4117. Ademas, se estudiaron los
patrones de expresion de PnANK-TPR3 en nuevas experimentos de gRT-PCR sobre ADNc
obtenido a partir del ARNm de cada estadio del desarrollo reproductivo (pre-meiosis, meiosis,
post-meiosis y antesis) individualmente, de los genotipos Q4188 y Q4117. Las reacciones de
amplificacion fueron realizadas utilizando cebadores disefiados para la amplificacion
especifica de cada gen/alelo (Tabla 13). Los amplicones obtenidos para cada gen fueron de
100 a 150 pb. Los genes de referencia utilizados para la normalizacion de la expresion fueron

la B-tubulina y glucosa- 6-fosfato deshidrogenasa.
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Tabla 13. Cebadores empleados en los estudios de expresion de los genes PnANK-TPR.

Cebador Secuencia (5-3’)

RTANK2F AGTGCAGATGGAATTATAGAACACAC

RTANK2R GATCTGCCTGATTTCAGAGATGAC

RTANKSF ATATTAGCGGTGTTCCAAGTTGAT

RTANKS3R TATGAGCTCTAGCCAAACACAGGA

RTANKA4F GAAATCTGAGTTCTTCAATGATATGG

RTANK4R ACAAGTACATTGCTGAAAAGTATTCC
B-tubulinaF GTGGAGTGGATCCCCAACAA
B-tubulinaR AAAGCCTTCCTCCTGAACATGG

Glucosa-6-fosfato DHF CATCAGAGATGAGAAAGTCAAGGTT
Glucosa-6-fosfato DHR AGCTTTAAGAATGAAAGGAACACCT

Previo a los experimentos de gRT-PCR, se realizaron reacciones de PCR
convencionales sobre ADN y ADNc de los genotipos C4-4X, Q4188 y Q4117, con el fin de
validar la expresioén in vivo de los transcriptos y detectar posibles polimorfismos entre los
genotipos sexuales (C4-4X y Q4188) y apomictico (Q4117). Para ello se emplearon
cebadores que incluyeron la regién amplificada en los estudios de qRT-PCR (Tabla 11y 13).
Los resultados de las amplificaciones para los genes PnANK-TPR2 (isotig20350_ apo),
PnANK-TPR3 (isotigs 17384 sex y 11445 apo) y PnANK-TPR4 (isotig20570 sex)
demostraron la presencia de los transcriptos tanto en los genotipos sexuales como en el

apomictico, sin polimorfismo aparente entre estos (Figura 21).

MM Ca-4X_CA-4X Q417 Q4117
*
—— ' “
b ”
w4 MM
MM Q4188 Q4188 Q4117 Q417 et
£ % *
* * .
047 500 [ ' ' ;
250 81 - - 200 | W— > . —
— 400 T e e
100 564 300
— - N
50
A B g c

Figura 21. Geles de agarosa al 2% con productos de las amplificaciones sobre ADN y ADNc
de C4-4X, Q4188 y Q4117. A) Amplificacion del isotig 20350_apo (PnANK-TPR2) empleando los
cebadores RTANK2F y RTANK2R. B) Amplificacién de los isotigs 17384 sex y 11445 apo (PnANK-
TPR3) empleando los cebadores Pnl11445aF y Pn11445aR. C) Amplificacion del isotig 20570 _sex
(PnANK-TPR4) empleando los cebadores RTANK4F y Pn20570sR. Los asteriscos rojos indican
amplificacion sobre ADNc.
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Los analisis en la mezcla de estadios del desarrollo mostraron que la expresion de los
genes PNANK-TPR2 y PNANK-TPR4 es similar en ambos genotipos. Los analisis estadisticos
de estos resultados, realizados con el programa Rest2009 se presentan en la Tabla 14. Los
mismos revelaron que las diferencias de expresion encontradas entre los genotipos fueron
no significativas (p > 0,1). Por el contrario, los andlisis de expresion relativa para PnANK-
TPR3 mostraron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre los genotipos C4-
4X y Q4117, con una disminucién de la expresion del gen en el genotipo apomictico (Figura

22).

Tabla 14. Resultados de los andlisis de la expresion relativa de PnANK-TPR2, PnANK-TPR3
y PNANK-TPR en mezcla de estadios del desarrollo de genotipos Q4188 y Q4117, obtenidos con el
programa Rest20009.

Estadio del Individuo Modo Expresién Error Resultado _valor
desarrollo Reproductivo Relativa Estandar P
PRANK- C4-4x - SexEJa_I 1 - D_f- -
TPR2 Q4117 pomictica 0,734 0,669-0,797 . Di-no 023
facultativa signifcativas
PRANK- C4-4x A Sex,ua'l 1 -
TPR3 Q4117 pomictica 0,257 0,207 - 0,307 DOWN 0,034
facultativa
PRANK- C4-4x SexEJa_I 1 - .
TPR4 Qa117 ~ Apomictica 0780  0571-1,182 _ Dif-no 0,31
facultativa signifcativas

No significativas: las diferencias de expresion entre los genotipos son estadisticamente NO significativas
DOWN: Q4117 presenta una menor expresion de gen con respecto a C4-4x.

Mezcla de estadios del desarrollo
1,4
1,2

1
0,8
m C4-4X
0.6 m Q4117
04
0,2 i
0

PnANK-TPR2 PnANK-TPR3 PnANK-TPR4

Expresion Relativa

Figura 22. Gréfica de expresion relativa de PnANK-TPR2, PNANK-TPR3 y PnNANK-TPR4 en
mezcla de estadios del desarrollo de C4-4X y Q4117. PnANK-TPR3 muestra diferencias de expresion
estadisticamente significativas (p< 0,01) entre los genotipos. Las graficas representan los resultados
de dos réplicas bioldgicas con al menos tres réplicas técnicas cada uno. PnANK-TPR2: isotig
20350_apo, PnANK-TPRS3: isotig 17384_sex y 11445 apo, PnANK-TPR4: isotig 20570_sex.
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En base a los resultados de expresion obtenidos para PNANK-TPR3 en mezcla de
estadios del desarrollo, se realizaron nuevos experimentos de gRT-PCR con el propdésito de
estudiar los patrones de expresion de dicho gen entre los genotipos Q4188 y Q4117, en cada
estadio del desarrollo reproductivo (pre-meiosis, meiosis, post-meiosis y antesis) (Figura 23).
Los analisis comparativos de la expresion de PnANK-TPR3 mostraron diferencias no
estadisticamente significativas en los estadios de pre-meiosis y post-meiosis (Tabla 15). Sin
embargo, se observaron diferencias significativas en los estadios de meiosis y antesis, donde
el transcripto mostré una expresion de alrededor de 10 y 4 veces superior en el genotipo

sexual (Q4118) que en el apomictico (Q4117), respectivamente (Tabla 15).

Tabla 15. Resultados de los analisis de la expresion relativa de PNANK-TPR3 en pre-meiosis,
meiosis, post-meiosis y antesis de genotipos Q4188 y Q4117, obtenidos con el programa Rest2009.

Estadio del - Modo Expresién Error
desarrollo elitelvo Reproductivo Relativa Estandar ResullEel  pelen
Q4188 Sexual 1 - - -
Premeiosis T n
Q4117 Apomictica 1y 557 99051123 _ Dif-NO 0,73
facultativa signifcativas
Q4188 Sexual 1 - - -
Meiosis -
Q4117 “pomictica 0099  0068-0,149  DOWN 0,00
facultativa
Q4188 Sexual 1 -
Postmeiosis icti i
Q4117 ~ Apomicica 5755 gsgg.1070 _ Dif-NO 0,4
facultativa signifcativas
Q4188 Sexual 1 -
Antesis icti
Q4117 ~ “pomictica 0594  0491-0680  DOWN 0,00
facultativa
No significativas: las diferencias de expresion entre los genotipos son estadisticamente NO significativas
DOWN: Q4117 presenta una menor expresion de gen con respecto a Q4188.
PnANK-TPR3
1,2
L
=
< 0.8
14
c 0,6 Q4188
‘0
g 0.4 mQ4117
o
a3 0,2
o ==
Pre-meiosis Meiosis Post-meiosis Antesis

Figura 23. Gréfica de expresion relativa del gen PNANK-TPR3 en cada estadio del desarrollo
reproductivo, comparada ente los genotipos Q4188 (sexual) y Q4117 (apomictico). PnANK-TPR3
muestra diferencias de expresion estadisticamente significativas (p < 0,001) entre los genotipos, en los
estadios de meiosis y antesis. PNANK-TPR3: isotigs 17384_sex y 11445 _apo.
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Considerando la marcada diferencia de expresion de PnANK-TPR3 en el estadio de

meiosis entre los genotipos, se realizaron nuevos experimentos gRT-PCR con el objetivo de

determinar si dicha diferencia de expresion realmente est4 asociada con el modo

reproductivo. Los experimentos se realizaron sobre ADNc derivado de ARNm de espiguillas

en meiosis de tres individuos Fi1 sexuales y tres apomicticos de la poblacion segregante,

derivada del cruzamiento Q4188 x Q4117. Los resultados de expresién relativa mostraron

diferencias estadisticamente significativas entre los individuos Fi1 sexuales y F; apomicticos

(p < 0,05), con una disminucidon de la expresién de PnANK-TPR3 en los individuos

apomicticos (Tabla 16 y Figura 24).

Tabla 16. Resultados de los andlisis estadisticos de la expresion relativa de PnlAA30 en
antesis de seis individuos F1 derivados de Q4188 x Q4117, obtenidos con el programa Rest2009.

Individuo Modo Reproductivo Eé(glraeé;\llc;n Error Estandar Resultado P-valor
JS 57 Sexual 0,929 0,80-1,10 Dif. no 0,5
significativa
JS 58 Sexual 0,673 0,49 - 0,93 Dif. no 0,3
significativa
JS 83 Sexual 1 - referencia -
JS9 Apomictica facultativa 0,565 0,47 - 0,66 DOWN 0,041
JS 40 Apomictica facultativa 0,472 0,45- 0,49 DOWN 0,032
JS 71 Apomictica facultativa 0,562 0,48 - 0,66 DOWN 0,04
PnANK-TPR3 en Meiosis
1,2
S 1 -
o
© 0,8
04
S 0.6
8 014
2
X5 0.2
0 — R —

JS 57 JS 58

JS 83

F1 sexuales

JS9

JS 40 JS71

F1 Apomicticas

Figura 24. Gréfica de expresion relativa del gen PNANK-TPR3 en el estadio de meiosis en tres
individuos F1 sexuales y tres apomicticos, derivados de Q4188 x Q4117. PnANK-TPR3 muestra
diferencias de expresion estadisticamente significativas (p<0,05) entre los individuos sexuales y
apomicticos. PNANK-TPR3: isotigs 17384_sex y 11445 _apo.
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Finalmente, se determinaron los niveles de expresion de PnANK-TPR3 en tejido
vegetativo a través de PCR semicuentitativa (RT-PCR) sobre ADNc derivado del ARNm de
hoja y raiz, de los genotipos Q4188 y Q4117. Se empled como referencia la amplificacion del
gen B-tubulina. Los productos de amplificacion se resolvieron en gel de agarosa al 2% (Figura
25A y B) y empleando el software ImageJ (Abramoff et al., 2004) se cuantificaron las
intensidades de las bandas amplificadas para cada gen, genotipo y tejido (Ver 111.12 de
Materiales y Métodos). La cuantificacion de las bandas correspondientes a los amplicones de
PnNANK-TPR3 se relativizd con la cuantificacion de la intensidad de las bandas
correspondiente a las amplificaciones del gen de referencia B-tubulina en Q4188 y Q4117.
Los resultados de este andlisis se muestran en la Figura 25C y D, donde no se aprecian
diferencias de expresion de PnNANK-TPR3 entres los genotipos Q4188 y Q4117 en tejidos

sométicos (hoja y raiz).

Q4188 Q4117 Q4188 Q4117
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Figura 25. A) Bandas de las amplificaciones del gen PnNANK-TPR3 y SB-tubulina sobre tejidos
de hoja. B) Bandas de las amplificaciones del gen PNANK-TPR3 y B-tubulina sobre tejido de raiz. C)
Cuantificacion relativizada de PNANK-TPR3 sobre tejido de hoja, para los genotipos Q4188 y Q4117.
D) Cuantificacion de PNANK-TPR3 sobre tejido de raiz, para los genotipos Q4188 y Q4117.

Estos resultados indican que el gen PNANK-TPR3, que se localiza en la region del
ACL podria desempefiar un papel comun en los tejidos no reproductivos de las plantas
apomicticas y sexuales, pero tener una funcion especifica en tejido reproductivo, asociados

con el modo de reproduccion.
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IV.2.5- Identificacidon de posibles interactores de OsANK-TPR

Con el propésito de identificar las proteinas que interaccionan con OsANK-TPR
(LOC_0s129g40770), se utilizé el software libre STRING empleando la secuencia proteica del
gen OsANK-TPR de arroz localizado en la region del cromosoma 12. La red resultante con un
valor alto de confianza (0,700) identific6 10 proteinas, entre ellas se encuentran genes
vecinos, genes que se co-expresan y proteinas homoélogas. La mayoria de las interacciones
estan determinadas de manera experimental y/o desde bases de datos curadas (lineas de
color rosa y celeste) (Figura 26). El listado de las proteinas identificadas a través de esta red

se detalla en la Tabla 17.

KCBP
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-
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Figura 26. Representacion de la red de interaccion proteina-proteina de OsANK-TPR
identificados utilizando la base de datos STRING con un alto valor de confianza (0,700).
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Tabla 17. Lista de las proteinas identificadas in silico por la base de datos STRING, como los
primeros interactores de la cascara de OsANK-TPR (LOC_0s12g04770).

Organismo Accesion Proteina
OsJ_06259 Putative PKG-1b

0s12t0514500-01 Hsp90
0Os09t0482600-01 Heat shock protein 81-3
0S09T0482400-01 Heat shock protein 81-3
0S09T0482100-01 Heat shock protein 81-2

Oinyza galii 0s09t0474300-01 Hsp90
0s08t0500700-01 Putative heat shock protein 82
0s08t0487800-01 Putative heat shock protein 82
Os04t0107900-02 Hsp90

0s04g0666900 (KCBP) Kinesin-like protein KIN-14|

Dentro de las proteinas detectadas se encuentra Kinesin-like protein KIN-14l una
proteina perteneciente a una antigua superfamilia de proteinas motoras dependientes de
microtibulos. Dichas proteinas participan en una lista extensa y diversa de funciones
celulares esenciales, que incluyen mitosis, citocinesis, polarizaciéon celular, alargamiento
celular, desarrollo flagelar y transporte intracelular (Shen et al., 2012). Especificamente las
proteinas del tipo KCBP actla en la organizacién de los microtibulos corticales y funciona en
la formacién del huso y del fragmoplasto (Bowser y Reddy, 1997; Mathur y Chua, 2000; Vos
et al., 2000). La union doble de microttbulos y filamentos de actina por KCBP es clave en la
configuracion del citoesqueleto durante la morfogénesis de las células de los tricomas (Tian
et al., 2015). Curiosamente en P. notatum Pessino et al., (2001), mediante differential display,
detectd tres fragmentos diferencialmente expresados en el genotipo apomictico Q4117,
homodlogo al dominio repetitivo KSP correspondiente a una proteina Kinesina de

Caernohabditis elegans.
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IV.3- Andlisis de genes de respuesta temprana a auxina Aux/IAA expresados durante el
desarrollo reproductivo de P. notatum

IV.3.1- Obtencion y andlisis de transcriptos homdélogos a OsIAA30 de arroz

El LOC_0s12g40890 (OslAA30) es otro de los genes posicionados en la regién del
cromosoma 12 de arroz sinténica al ACL de P. notatum (Hojsgaard et al., 2011). Dicho gen
codifica para una proteina con dominio Aux/IAA de respuesta temprana a auxina que
interactla reprimiendo la accion de los factores de transcripcibn ARF (Auxin Response
Factors), los cuales, a su vez, activan o reprimen la transcripcién de sus genes blanco (Luo et
al., 2018). Por lo expuesto anteriormente, este gen se eligié para estudiar su posible relaciéon
con el caracter apomixis. En primer lugar, se realizé una caracterizacion de la estructura del
LOC_0s12g04890, en cuanto a su secuencia genémica, codificante (CDS), ADNc y proteina
predicha, a partir de la informacion disponible en las bases de datos Gramene y NCBI. El gen
presenta un tamafio de 5.258 pb y consta de cinco exones y cuatro intrones (Figura 27A),
mientas que la secuencia de ADNc y CDS presentan un tamafio de 1.544 pb y 834 pb,
respectivamente. Utilizando el programa Pfam (Finn et al., 2008) se determiné que codifica
para una proteina de 277 aminoacidos que contiene un dominio Aux/IAA de respuesta

temprana a auxina (Figura 27B).

LOC_Os12g40890 (OsIAA30)

. 1
(kb kb I b i b

Exones = Infrones

Figura 27. Esquemas de la estructura génica del LOC_0s12g40890 (OslIAA30). A) Esquema
representativo de la estructura génica incluyendo desde el nucleétido 1 al 5.258. Los exones (5) estan
representados por rectangulos amarillos y los intrones (4) por lineas grises, B) Esquema representativo
de la estructura de la proteina con el dominio conservado Aux/IAA:

Con el objetivo de identificar los transcriptos de P. notatum similares a OsIAA30 que
se expresan durante el desarrollo reproductivo, se realizaron basquedas BLASTX y BLASTP
en los transcriptomas de referencia del genotipo tetraploide sexual C4-4x y tetraploide
apomictico Q4117 (Ortiz et al., 2017). Para esto, se utilizé6 como consulta (query) la secuencia
codificante (CDS) y la secuencia proteica correspondiente al gen de arroz OslIAA30. Los
resultados de las busquedas arrojaron cuatro transcriptos (isotigs) altamente similares a

OsIAA30 en el transcriptoma del genotipo sexual (score > 207, e-value < 5e%) (Tabla 18) y
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cuatro en el transcriptoma apomictico (Tabla 19) (score > 202, e-value < 2e°?) (Ver seccion
Secuencias del anexo). Utilizando el programa Pfam se determinaron las estructuras proteicas
predichas para cada secuencia, donde se observé que tanto los cuatro transcriptos
identificados en el transcriptoma sexual, como los cuatro identificados en el transcriptoma
apomictico codifican para proteinas del tipo Aux/IAA. Ademas, a fin de corroborar la relaciéon
de estas secuencias con la proteina OsIAA30, las misma fueron localizadas sobre el genoma

de arroz mediante analisis de BLASTX en la base Gramene (http://www.gramene.org/). De los

ocho isotigs, cinco (18298_sex, 06657 _sex, 06658 _sex, 21112 apo y 23154 apo) mostraron
homologia con la proteina OslAA30 (LOC _0s12g40890), los tres isotigs restantes
(21549 sex, 08581 apo y 08582 apo) arrojaron homologia con la proteina OsIAALS,
codificada por LOC_0s03g53150 posicionado en el cromosoma tres de arroz (Tablas 18 y
19).

En el caso de las tres secuencias altamente similares a OsIAA30 detectadas en el
transcriptoma sexual, dos correspondieron al mismo isogrupo (isogroup01542), por lo cual
representarian variantes alélicas de un mismo gen, y la tercera a un isogrupo diferente
(isogroup09840). Las dos secuencias IAA30 detectadas en el transcriptoma apomictico,
corresponden a dos isogrupos (genes) diferentes (isogroup 10667 e isogroup 12709) por lo

cual corresponderian a transcriptos derivados de genes paralogos.

Tabla 18. Transcriptos similares a OsIAA30 detectados en la base sexual (C4-4X)

Query Subject | Isogroup | Tamafio | Tamafno | Identidad | Alineamiento | e-value | Score Identidad
Isotig (gen) (pb) (aa) (%) (aa) en arroz
18298 09840 1563 2177 70,14 277 4e-82 300 1AA30
01542 1108 ,
0sIAA30 06658 284 65,49 284 1e-79 292 IAA30
(CDS) 0ges7 | 01542 | 1348 254 62,60 254 16-62 236 IAA30
21549 13091 1192 234 66,28 172 5e-54 207 IAA13

Tabla 19. Transcriptos similares a OSANK-TPR detectados en la base apomictica (Q4117)

Query Subject | Isogroup | Tamafo | Tamafio | Identidad | Alineamiento | e-value | Score Identidad
Isotig (gen) (pb) (aa) (%) (aa) en arroz
21112 | 10667 1583 278 73,38 278 2e-84 308 IAA30
12709 1312 -
0sIAA30 23154 282 65,25 282 %-80 293 IAA30
(CDS) 08581 | 02062 1233 229 66,28 172 2e-55 212 IAA13
08582 02062 1215 235 63,95 172 2e-52 202 IAA13
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Como se menciond en la introduccion las proteinas de respuesta temprana a auxina
(Aux/IAA) contienen cuatro dominios conservados, el dominio |, responsable de la represion
de sus genes blanco y del reclutamiento del correpresor TOPLESS (TPL) (Szemenyei et al.,
2008; Tiwari et al., 2004), el dominio Il que contiene la secuencia consenso GWPPV,
denominado “degron” que le confiere inestabilidad a la proteina y provoca la degradacion
rapida de las Aux/IAA al interactuar con las proteinas F-box TIR1/AFB (Tiwari et al., 2004;
Dharmasiri et al., 2005), y los dominios C-terminal 11l y IV que son regiones de dimerizacion
involucradas en la homo y/o hetero-dimerizacién con proteinas Aux/IAA y/o con los factores
de respuesta a auxina (ARFs), respectivamente (Guilfoyle, 2015). Con el objetivo de
determinar el grado de conservacion entre la proteina de arroz OslIAA30 y las cinco proteinas
similares expresadas en el transcriptoma de P. notatum, se realizd el alineamiento de las
secuencias utilizando el programa Muscle y se visualizaron con el programa Jalview 2.10.5
en base al grado de conservacion de los aminoacidos. Los resultados de dicho alineamiento
se muestran en la Figura 28, donde se puede observar un alto grado de conservacion en los
cuatro dominios de todas las proteinas, a excepciéon de la proteina codificada por el isotig
06657_sex que mostré una delecién en la region terminal del dominio IV. Ademas, se
detectaron tres inserciones y dos deleciones en las proteinas predichas por los isotigs
24154 apo, 06657_sex y 06658 _sex, diferenciandolas de OsIAA30y de los isotigs 18298 _sex
y 21112_apo, aunque en todos los casos por fuera de los dominios conservados. Las tres
inserciones presentan siete, cuatro y tres aminoacidos, la primera se posiciona entre el
aminoéacido 68 de la secuencia consenso, la segunda en el 105 y la tercera, en el aminoacido
157. Por otro lado, las deleciones presentan cinco y cuatro aminoacidos, comenzado en los

aminoacidos 32 y 81, respectivamente.
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Figura 28. Alineamiento de las secuencias proteicas predichas de los transcriptos similares a OsIAA30 expresados en P. notatum. Los dominios
conservados estan subrayados e indicados por nimeros romanos.
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Con el objetivo de observar las relaciones filogenéticas entre las secuencias de P.
notatum y OslAA30, se construyd un arbol a partir del alineamiento descripto anteriormente,
empleando como fuera de tipo (outgroup) una proteina Aux/IAA de Marchantia polymorpha,
utilizando el software MEGA-X 4.0. El arbol filogenético resultante se presenta en la Figura
29.

Marchantia polymorpha OAE25364.1

100 [ isotig18298 sex

58 | isotig21112 apo A

OsIAA30 XP 015620571.1

| isotig23154 apo

100 \{sotigOGGE;S sex B
8

< isotig06657 sex

_

0,050

Figura 29. Arbol filogenético mostrando las relaciones filogenéticas entre las proteinas Aux/IAA
predichas de P. notatum y OsIAA30.

En concordancia con los resultados obtenidos en el alineamiento de proteinas
expuesto en la Figura 28, el arbol resultante muestra dos grupos bien definidos. El grupo A
contiene a la proteina OsIAA30 junto con los isotigs 18298 sex y 21112 apo, mientras que
en el grupo B, agrupan las proteinas predichas de los isotigs 06658 y 06657 sexuales
(pertenecientes al mismo isogrupo), y el isotig 23154 _apo. Estos resultados indican que las
secuencias de las proteinas predichas codificadas por los transcriptos 18228 sex y
21112 apo derivarian de genes ortélogos al gen de arroz codificante para OsIAA30 y que las

secuencias del grupo B posiblemente deriven de un gen parélogo.

Estos analisis permitieron identificar transcriptos expresados durante el desarrollo
sexual y apomictico, cuyas proteinas predichas resultaron altamente similares a la proteina
OsIAA30 codificada por el locus el LOC_0s12g40890.
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IV.3.2- Busqueda de transcriptos similares al gen OslAA30 de arroz con expresion
diferencial entre los transcriptomas sexual y apomictico de P. notatum

Con el fin de identificar si alguno de los transcriptos similares al gen OsIAA30 presenta
una representacion diferencial durante el desarrollo reproductivo sexual y apomictico, se
realizaron nuevas busquedas BLASTX, pero en este caso sobre el “ensamblado global del
transcriptoma” (ensamblado conjunto de las lecturas de C4-4X y Q4117) (Ortiz et al., 2017).
La metodologia fue la misma que se utilizo para el gen OsANK-TPR, utilizando como consulta
la secuencia codificante del gen OsIAA30. Como resultado se obtuvieron cinco transcriptos
altamente similares a OsIAA30 (score > 202, e-value < 2e°?) (Tabla 20). Ninguno de ellos
mostrd diferencias de expresion estadisticamente significativas (valor umbral Log.FC > [1.0],
FDR < 0.05) entre los transcritpomas apomictico y sexual. Sin embargo, de acuerdo al nUmero
de lecturas los transcriptos méas expresados corresponden al isotig33023 (Tabla 20). Mediante
busquedas BLASTN en los transcriptomas correspondientes (sexual y apomictico) se
determiné que el isotig 33023 es altamente similar (score = 2083, e-value = 0,0) a los
transcriptos de los isotig 18298 sex y el isotig 21112 apo (score = 2054, e-value = 0,0)

detectados previamente como los mas similares a OsIAA30 (Tabla 20).

Tabla 20. Transcriptos Aux/IAA similares al gen OsIAA30 detectados en el ensamblado global
de desarrollo reproductivo de P. notatum. Los datos de expresion fueron tomados del Ortiz et al. (2017),
Material suplementario Tabla 6.

Isotigs |5‘l>;::;“ ) |5;:>;;“ * | Lectura | Lectura logFC logCPM p-value FDR
base global s [ et e en APO | en SEX

isotig22208 | isotig06657 - 2 5 1,23531 | 2,97735 | 0,45321 | 0,94142
isotig22209 | isotig06658 | 1s0ig23154 17 11 -0,65825 | 4,52056 | 0,34527 | 094142
isotig22774 | isotig21549 | Isotig08581 75 49 -0,64905 | 6,52193 | 0,01530 | 0,21213
isotig33023 | isotig18298 | isotig21112 | 216 159 -0,47797 | 8,08768 | 0,00179 | 0,04458
isotig22775 - is0ig08582 6 6 -0,03555 | 3,51900 1 1
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IV.3.3- Identificacion y estudios de filogenia de genes Aux/IAA expresados en P.
notatum

Como se desarrolld en la introduccién, la familia de proteinas de respuesta temprana
a auxina Aux/IAA es numerosa, por lo que podrian existir varios genes codificantes para
proteinas de este tipo expresados durante el desarrollo reproductivo sexual y apomictico de
P. notatum, ademas de los ya identificados en la seccién anterior. Para conocer qué otros
transcriptos codificantes para proteinas del tipo Aux/IAA se expresan en el transcriptoma de
P. notatum se realizaron busquedas BLASTP sobre el transcriptoma global, utilizando como
consulta (query) las proteinas pertenecientes a la familia Aux/IAA de arroz (31 miembros)
(Jain et al., 2006). Como resultado de este analisis se detectaron 23 proteinas predichas con
valores elevados de similitud (% ID > 50, e-value = 0 y Score >150) (ver Tabla VIIl.4 del
Anexo). A fin de determinar los tipos de proteinas Aux/IAA expresadas durante el desarrollo
reproductivo de P. notatum, las secuencias aminoacidicas de arroz y P. notatum fueron
alineadas y utilizadas en la construccion de un arbol filogenético empleando el programa
MEGA-X (Figura 30). Como proteina fuera de grupo se utiliz6 una proteina Aux/IAA de M.
polymorpha. Como era de esperar, las proteinas codificadas por el isotigs 33023, desde ahora
nombrado como PnlAA30, agrupé con la proteina OslAA30 codificada por el gen
LOC_0s12g40890, localizado en la regién del cromosoma de arroz sinténica al ACL de P.
notatum. Junto con estas proteinas se agruparon la proteina de arroz OsIAA11ly las proteinas
predichas de los isotigs 22208 y 22209. La mayoria de las proteinas de arroz agruparon con
proteinas similares de P. notatum, excepto para dos grupos formados por i) las proteinas
OslAA4 y OslAA8 vy i) OslAA22, OsIAA25, OslAA27, OslAA28 y OslAA29. Estos resultados
indican que la familia Aux/IAA en P. notatum presenta al menos 23 miembros expresados en
el transcriptoma floral. De las proteinas predichas, tres (isotig 33023, 22208 y 22209)
resultaron asociados al gen de arroz (OsIAA30) presente en la region del cromosoma 12 de
arroz sinténica al ACL, mientras que las otras 20 agruparon con 21 proteinas de arroz

formando 13 grupos.
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Figura 30. Arbol filogenético construido con secuencias proteicas de la familia Aux/IAA de
Oryza sativa y Paspalum notatum. Como proteinas fuera de grupo (outgroup) se utilizé una proteina
con dominio Aux/IAA de Marchantia polymorpha. La linea de color azul indica el grupo que incluye a
OslAA30 y la proteina PnlAA30 predicha por el Isotig 33023.

106



Resultados

IV.3.4- Aislamiento y analisis de cosegregacion de secuencias génicas de PnlAA30 de
P. notatum

Con el fin de corroborar la presencia de PnlAA30 (isotig 18298 sexy 21112 apo) en
el genoma de P. notatum, y a su vez determinar su posible ligamiento genético con el modo
de reproduccion, se realizaron experimentos de andlisis de segregantes en grupos (BSA)
(Michelmore et al., 1993). Este andlisis se realizé a partir de amplificaciones por PCR de ADN
gendmico de los individuos parentales Q4188 (sexual) y Q4117 (apomictico), y de un grupo
de individuos sexual (BS) y uno de apomictico (BA). Cada grupo representativo del modo de
reproduccion fue integrado por cinco individuos F; de cada clase (sexuales y apomicticos),
derivados de la poblacién de mapeo descripta anteriormente. Los cebadores utilizados para

la amplificacién de las secuencias gendémicas se muestran en la Tabla 21.

Tabla 21.- Cebadores disefiados para la amplificacion de las secuencias genomicas
correspondientes del gen PnIAA30 homélogos a OsIAA30.

Cebador Secuencia (5'-3")
Pn21112aF GGTGGACCTCAAGATGTACAAGA
RTPn21112aR TTCATGGCTTCTCTCTTTCGTAG

Como primer paso y con el objetivo de determinar la disposicion de los exones se
reconstruyeron las estructuras génicas hipotéticas para cada transcripto utilizando como
referencia las secuencias gendémicas de arroz OsIAA30 (OSNPB_120601300). El
alineamiento de los isotigs 18298 sex y 21112 apo con la referencia mostr6 que los
transcriptos codifican para cinco exones, al igual que la estructura génica de OsIAA30 (Figura
31A). De esta manera se disefiaron los cebadores anclados sobre los bordes de los intrones
a fin de amplificar secuencias intronicas que normalmente resultan mas efectivas para
detectar polimorfismos entre individuos (Figura 31A). La amplificacién por PCR sobre el ADN
gendmico con los cebadores Pn21112aF y RTPn21112aR, mostrd un fragmento monomorfico
de aproximadamente 1.900 pb presente en los dos genotipos (Q4188 y Q4117) y en los dos
grupos (BS y BA), y otro fragmento polimorfico de menor peso presente solo en el genotipo
apomictico (Q4117) y en el grupo apomictico (BA) (Figura 31B). Dada la similitud de
secuencia evidenciada previamente entre los transcriptos expresados de ambos parentales,
es probable que esta diferencia se deba a la amplificacion de un alelo especifico presente en
el genotipo apomictico (derivado de una delecion de unas pocas bases). Vale aclarar que el
alelo polimoérfico no pudo resolverse adecuadamente del alelo monomorfico a pesar de
realizar varias pruebas con diferentes concentraciones de agarosa (1,5-3,0%) y condiciones

de electroforesis (40- 80 V constantes) (Figura 31B).
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Figura 31. Estructuras génicas y amplificacion por PCR de los transcriptos 18298 sex,
21112 apo (PnlAA30). A) Esquema de las estructuras génicas hipotéticas para ambos transcriptos. B)
Gel de agarosa al 1,5 % con bandas correspondiente a las amplificaciones por PCR. La flecha roja
indica la banda polimérfica presente en el genotipo Q4117 y ausente en el progenitor sexual (Q4188),
que mantuvo su polimorfismo entre los grupos apo (BA) y sex (BS). MM: marcador molecular, Q4188:
madre sexual, Q4117: padre apomictico, BS: grupo/ bulk sexual, BA: grupo/ bulk apomictico.

A fin de evaluar el posible ligamiento del alelo polimérfico obtenido en el andlisis de
segregantes en grupos, se realizé la amplificacion sobre el genoma de los individuos
parentales (Q4188 y Q4117) y 20 individuos F; (10 sexuales y 10 apomicticos) de la poblacion
segregante (Q4188 x Q4117) utilizado los mismos cebadores descriptos anteriormente. Los
resultados de la amplificacion se muestran en la Figura 32. La presencia de la banda
polimérfica pudo ser detectada solo en cuatro de los 20 individuos F1 empleados (todos
apomicticos). Para el andlisis de ligamiento se determiné la relacion de segregacion
(presencia:ausencia) del fragmento polimérfico (marcador) en los individuos F1, como derivado
de un locus heterocigota uniplexo (Aaaa) segregando de un organismo tetraploide en caso de
herencia disémica o polisémica, mediante una prueba de Chi cuadrado (x?). Los valores 4:16
(presencia:ausencia), no ajustaron a ninguna de las hipétesis de relaciones de segregacion
planteadas, obteniéndose valores de x? > 7 y p-valores < 0,01. En base a estos resultados la
banda polimérfica evaluada se consideré como un marcador con segregacion distorsionada.

Sin embargo, y dado que el caracter apomixis segrega en forma distorsionada (Stein et al.,
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2007), se realiz6 una prueba para determinar si el marcador segrega de manera
independiente o ligado al modo reproductivo. Para esto, se realizé una prueba de Chi-
cuadrado (x?), contrastando los valores de segregacion observados, con los valores
esperados para una segregacion independientemente de dos loci (apomixis y marcador) en
una poblacién segregante del tipo pseudo-retrocruza (pseudo-testcross) (1:1). La prueba de
cosegregacion mostré un valor de x> = 10,4 (p = 0,0154) con lo cual no ajusté a una
segregacion independiente, es decir que el marcador polimorfico de PnlAA30 segrega ligado
al modo de reproduccién apomictica de P. notatum. Con el fin de estimar la distancia genética
del marcador al ACL de P. notatum, se determiné el porcentaje de recombinacion dividiendo
el nimero individuos (gametas) recombinantes (apomicticos sin el marcador y sexuales con
el marcador) sobre el numero de individuos parentales totales (6/20) multiplicado por 100. El
calculo arroj6 un 30 % de recombinacion, lo cual indica que el fragmento amplificado se

encuentra ligado al ACL de P. notatum, a una distancia de aproximadamente 30 cM.

MM Q4188 Q4117 F1 sexuales F, apomicticos
* * * *
—
-
2027
1904 W O R e e e S e S e . —
1584 —
1375
MM Q4188 Q4117 F1 sexuales F, apomicticos
* *
\
-—
2027
1904 O e — ——— o — —

1584
1375

Figura 32. Gel de agarosa al 1,5 % mostrando la amplificacién del gen PnIAA30 empleando
los cebadores Pn21112aF y RTPn21112aR, sobre los genotipos parentales y 20 individuos de la
poblacion segregante por el modo de reproduccion (10 F1 sexuales y 10 F1 apomicticas). La flecha roja
indica la banda polimérfica evaluada y los asteriscos rojos la presencia de la misma.
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Con el objetivo de confirmar a nivel de secuencia el alelo polimorfismo ligado al ACL
de P. notatum, se aislaron los fragmentos de la banda monomorfica presente en los dos
genotipos (Q4188 y Q4117) y la posible banda polimérfica del genotipo Q4117, se clonaron
en el vector pPGEM®-T easy, y se transformaron bacterias de E. coli DH5-Alpha. Luego de la
purificacion de los plasmidos, se corroboro la presencia de los fragmentos de interés mediante
PCR, empleando los mismos cebadores utilizados en el andlisis de ligamiento (Pn21112aF y
RTPn21112aR) (Figura 33). La secuenciacion de los insertos se realizé en Macrogen, Corea.

(ver seccion 111.8 de Materiales y Métodos).

Q4117 Q4188

2% - G — T - — - - -

Figura 33. Gel de agarosa al 1,5 % mostrando la amplificacion de control de los clones
PnlAA30 provenientes de Q4188 y Q4117, empleando los cebadores Pn21112aF y RTPn21112aR.
Los asteriscos rojos marcan amplificaciones desde pldsmidos que no incorporaron el fragmento de
interés.

Los resultados de la secuenciacion fueron analizados mediante alineamientos
empleando el programa ClustalW. Estos mostraron la presencia de tres secuencias, una Gnica
amplificada en el parental sexual Q4188, con un tamafo de 1.913 pb, y dos secuencias en el
parental apomictico Q4117 de 1.918 y 1.892 pb. Las tres secuencias se denominaran de aqui
en adelante como SEX_Q4188 a, APO_Q4117 _a y APO_Q4117 b, respectivamente (Ver
seccion Secuencias del Anexo). El alineamiento de dichas secuencias (Figura 34) muestra
una elevada similitud entre las mismas, a excepcién de una inserciéon de 6 pb y una delecién
de 31 pb, solo presentes en la secuencia APO_Q4117 b, posicionadas en la base 840 y
1.332, respectivamente. Estos resultados indican la presencia de un alelo del gen PnlAA30
presente tanto en el genotipo sexual como en el apomictico (SEX_Q4188_ay APO_Q4117_a)
y otro alelo con 25 pb menos, presente en el genotipo apomictico (APO_Q4117_b) que podria
corresponder al fragmento ligado al ACL descripto anteriormente. Dichos resultados coinciden
con la banda monomorfica de aproximadamente 1.910 pb y la banda polimorfica de

aproximadamente 1.890 pb, observadas en los geles de agarosa de las Figura 31B y 32.

Con el fin de corroborar la identidad de las secuencias clonadas, se analiz6 la similitud

de las mismas mediante busquedas BLASTN en las bases de datos sexual y apomictica del
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transcriptoma floral de P. notatum. La secuencia SEX_Q4188_a mostré6 homologia con
cuatros sitios (% ldentidad > 98,39 e-value < 2e'24y score > 115) que se corresponden con el
isotig 18298 sex de la base sexual (Tabla 22). Resultados similares se obtuvieron para las
secuencias APO_Q4117_ a y APO_Q4117 b, observdndose cuatro sitios altamente
homologos (% ldentidad > 98,39 e-value < 2e'24y score > 115) con el isotig 21112 apo (Tabla
23). Los cuatro sitios homologos a las secuencias 18298 sexy 21112 apo son coincidentes

con las secuencias exoénicas incluidas en el fragmento amplificado (Figura 31A).
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APO_Q4117_a
SEX_Q4188_a
APO_Q4117_b

Consensus

Qecupancy

APO_Q4117_a
SEX_Q4188_a
APO_Q4117_b

Consensus

Ocoupaney

APO_@Q4117_2
SEX_Q4188_a
APO_Q4117_b

Consensus

Qocupancy

APO_Q4117_a
SEX_Q4188_a
APO_Q4117_b

Consensus

Qecupancy

APO_Q4117_a
SEX_Q4188_a
APO_Q4117_b

Consensus

Ocoupaney

128
131
131

1 ACCTICAAGA ACAABABCTACCA AGC CCAA CECTCEAGAA CABCTCC CACCANC AC A AC AC AR AR - - - A AGCA CHCTACAAAATAAA
1 ACCTICAAGA ACAAGAGCTACCA ACC CCAA CECTCEA A CABCTCC CACCANC AT A AT AT AR AR L A ACCA CHCTACAAAATAAA
1 ACCHCAARA ACAAGAGICITACCA ACC CCAA CECHCEARAA CABICINCC CACCAMC AC A AC AC A A A A A A ACCA CHCIMACAAAAIMAAA

GGTGGACCTCAAGATGTACAAGAGCTACCAGGAGCTOTCCAAGGCGCTCGAGAAGATGTTCAGCTCCTTCACCATOGOGTACGTAGTTACGTACGTAATTAATTATTATTACCATTTCTCTACAAAATAAAT

120 A CihAaA AATCAAAAA AGAGA CCAAACCAAA A ABIC CAn CA AACAGAC CAGA A CAAATC c CAC
132 A CRAA AAMCAAAAA AA G A CCAAACCAAA A AR C CAA CA AACARAC CAGA A CAAATC c CAC
13z A CiMAA AATCAAAAA A A CCAAACCAAA A ABIC CAA CA AACAGAC CABA A CAAATC c CAC

TAAAT CATG CATGGATTTTTTC TAAT TAAAAT TAATCAAAAATTAGAGAGTGCCAAACCAAAGTAGTAGCTGCAATTGTGCATGTTGGGTAACAGACTGCAGATTAGTGGGCAAATCTTTCTTGTTTGCAL

CAGC A A A A CCACA AB AAAMACIHATATRA CIC A AAA c AMATNAAAAARA ACTHAACTAAC AB ACHHCAMA ACCA ACHCCCCC
CABC A A A A CCAGCA AR AAATACTATATA GINC A AAA c ATATAAAAAGA ACTAACTAAC AR ACITIC AT A ACCA| ACINC GG Gl C
CAGC A A A A CCACA AR AAATACTATATA CHC A AL c ATATAAAAAGA ACTAACTAAC AR A CATA ACCA| ACCCHCCHC

TTTAATT TG CAG T TAT TAT TAGT TAT T T TC CACATGAAT GAAATACTATATAGT T TG LT CATGAAATTCT TTATATAAAAAGAGTACTAACTAACTTGTAAGTACTCATATTACCAGTEGGACTCCTCCTC

ATATAA CACAC A A CA A CA CBCA CACCA CB|CCA CBCECITCCA A CAMCEC 521
AT AT AA CACAC A A CA A CA CElcA CACCA CECCA CECECHCCA A CAMCC 524
AMANA A C.CAC A A CA A CA CEICA CACCA CECCA CECECTCCA A CANCC 524

CATTGTGTTG TG TG TATATAATTTGCACACGTTGGOGTATGTAGAGCTTATATGATTGCATTATTGGCATTCGCATGTOTGOGTGGTGGTCACCATGTGOGTTTCGCCAGTOGEGCGCTCCATGATTTGCATEE

522 A CCECCATAGC CATA CC@c CCCFCCAACACCEAGRA c ACCEATCEA A CITC ClccC ceccc c c CCC c CC@c ccC ABCAACTACA G652
525 A CCECCA [ CATA CCEC CCCNCCAACACCEARA c ACCEATCEA AT C T C CCC C@ccc c CCMCCHC c CCEC cC ABCAACTACA G655
525 A CC@CCA c CATA G c CCCICCAACACCEABA -G ACCEAMCEA AMCTC CHcc c@lccc c c GCHNC c CC@c CC ABICAACTACA G654

TTGGTAGG TG TCLGCCATGGLTGGLATAGTGCCGCTGTCCCTCCAACACCGAGATGGCGGACCGATCGAGTATCTCTTCTCCGGCGCCCTTTCTTCGTCCTCTTGCTGCCGCTGCCTGTGAGCAACTACAT
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APQ_Q4117_a 653 @C A AGCTCA AMC A CACEC c CA CAGCTARCHTCCARC [ CAGC [ CCEAMCCARCA ACCA [ c CECcCC CAAMC CCA CIAAACIAA 783
SEX_@Q4188_a G56 @|C A AGCTCA ATCA CACGC c CA CAGCTAGCTCCATC [ CAGC [ CCEATCCATCA ACCA [ c CECCC CAATC CCA CTAAACTAA 786
APQ_Q4117_b G55 @IC A AGICITC A AMIC A CACEC c C A CABCMAGCC CAMC [ CAGC [ CCEAMCCAMCA [ c 785

ACCA CEccco CAATC CCA ClAAACTAA
Consensus
GCATGTGTAGCTCATGATCATGTGTGCACGCTTCTTCAGTCAGCTAGCTCCATCGGCGGCAGCTGGTCGGTCCGATCCATCATTACCATGTGCTGTTCGTOCGCCCTTGCAATCTTCCATGTCTAAACTAAT
Ceocupancy
APD Q41172 734 CCAC CATC c CACATATC ATAGC CAGAAAA ABICTETTE - - - - - - CACCAACC CA A AAAAATAGTATATA A A ATICA CA ooz
SEX_4188_a TaT CC.C CATC c CACATATC A C CAGAAAA AGCTGTTE- - - - - - CACCAACC CA A AANAATA ATATA A A ATCA CA a11
APD @Q4117_6 786 GCAC CATC c CACATATIC ATAGC CABAAAA A CACCAACC CA A AAAAATABTATATA A A ATICA CA 216
Consensus
CCACGTGTTCATCGG OO TG CACATATCTTATAGC TG CAGAAAAGGGAGCTGTTGCTGTTGCTGTTGCTCTGCACCAACCO TG CATGGATTTGTTTARAAATAGTATATATGGATTTGATGGATCATTTCAT
APOD_Q4117_a o00 ATCEAGCTATACCATAGCAGC CEACEC c c Ac aac@eite a a-an cfcaacacccotogate aagaaa ccaaaa atactctcegate cagh ¢ 1039
SEX_4188_a 012 ATCEBAGCTATACCATAGCAGC CBACEBC C C AT AACBCTC ATAAAACC CHtcAACACCCTCBATC AAGAAA CoAAAN ATACTCTCBATC CA - 1041
APD Q4117 6 917 ATCEABICTATACCATAGC AGC CEACEIC [+ [+ AT AACBCTICETATAAAACT Cltlc AACACCCTCEATC AAGAAA CCAAAA ATACTCTCEATC CA - 1048
Consensus
ATCGAGCTATACCATAGCAGCTTTCGACGCTTGCTTCT TG TTACG TTGOAACGCTCGTATAAAACCGOGCTCAACACCCTCGATCTGGAAGAAATTTTCCAARATGTATACTCTCGATCGTCAGTTGGTTTG
Ceocupancy l
APD Q41172 1040 CA CAGAGA ATATTATCCAGTACAGTA AACC AT A CABAATCEGAC c ATTA AAA cc CABGAAGTC CM(C A ATGAAC CATGAACEAG 1170
SEX_@4188_a 1042 CA CAGAGA AT A ATACA ACA A AACC AT A CAGAATCGAC c A A AR ccC CA AAGC CTCA A AAC CA AACBEAG 1172
APD Q4117_6 1047 G A CAGAGA ATATTATACAGTACAGTA AACC A A CABAATCEAC c ATTA AAA [+l CABGAAGC CIC A ATGAAC CATGAACEBAR 1177
Consensus
CAGTTGCAGAGAGTTATATTATACAGTACAGTAGTTAACCTTGACTTGGAT TCAGAATCGACTTGCTGATTATGTGTTTAAATTTCCTGGCAGGAAGCTGTGGGTCTCAGGGGATGAACGGCATGAACGAG
Ceocupancy
APD Q41172 1171 ABICAAGC AT C CCAAC Cif|c ABTAC CCEACCTACBABEGACAABGAC CEAC A [+ [+ CEAcC cc Al AGCACACACACAGBC cocc [+ CA CA 1201
SEX_@4188_a 1172 ABCAAGC ATC CTCAAC CHC A AT CCBACCTACGEA ACAA AT CBALC A c c CBALC cc A ABGCACACACACAGC CHRCC C CA A 1303
APQ Q41176 1178 ABICAAGIC ATIC CCAAC CIlC ABTAC CCEACCTACEBAGBEACAABGAC CEAC A [ [ CEAC ci Al ABCACACACACABC cHcc [ CA CA 1308
Consensus
AGCAAGCTGGTGGATCTGCTCAACGGCTCTGAGTACG TGLCGACCTACGAGGACAAGGACGGCGACTOGATGCTCGTCGGEGACGTGCCGTOGGAGTGAGCACACACACAGCTTCTCCTTCTTCATGCATG
Ceocupancy
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APOQ_@4117_a 1302 CA CCCRA CiNCc AAAAAAANACA A c CEAMRA c CA c C CilC ARl C AAANNCHHC CC A CA A (v} CEAATC CAAGCECC (v} ATCA AAAG 1432
SEX_@4188_a 1304 CA CCCRA CiNCc AAAAAAAINACA A c CEARAC c C AGIC I C C CilC ARl C AAANNCHHC CC A CA A (v} CEAATC CAAGCECC (v} ATCA AAAG 1434
APD_Q4147_6 1300 CA CC CHA CHC AR - - - - e ATCTC CCMCcATC AAATCTC CTCA CA A (v (v ATCA

CAAGCECC

CElaATC AAAG 1402

CATGAATTCCCTATGCTC TGAAAAAAATACAGTATGTGCGTCGATA+GGTCGTCAGCTCTTCCTCATCTGGAAATCTCGTCTCATTTCAGGATGTTCGTCGAATCGTGCAAGCGCCTTCGGATCATGALAG
Clcocupancy
APO_@4117_a 1433 BANC AGAAGC C A CCC A A A ATATAATAA c A.AAA.A.P« AAA CAGA AA A A c CTAGCAAL AATIC AGAGA c CATAACAALCA ACACIEC 1552
SEX_@4188_a 1435 CAGAAGCCA CCC A A A ATATAATAA CTACAAAAATAAA CAGA AA A A c CTAGCAAL AATIC AGAGA c CAGAACAALCA ACACIEC 1585
APO_@4117_b 1400 CAGAAGCCA CClCc A A A AT AT A ATA A CHACAAAAATAAAL CAGA AA A A c ChAGCAAL AAMC AGAGA c CAGAACAALCA ACACIC 1530
Consensus
GETCAGAAGC CATTG G TG G T AG TG AT TAT TCATATAATAATGCTACAAAAATAAAGTTCAGATGAAATTTTGTTAGGCTGCTAGCAACTTAATCTGGAGAGATGCTGCAGAACAACAGTGACACTE
Oococupancy

APQ_@4117_a 1564 CARATCC A - - - CABCACCAA CCA AGAAA CAASAACAGAAGRC A A A AEA CEACECA CATC A A A [ A ACCA ATCTCAT 18291
SEX_@4188_a 1568 CARATCC A CABCACCAA CCA AGAAA CAASAACAGAAGRC A A A AEA CEACECA CATC A A [ A ACCA AT CTCAT 1595
APOQ_@Q4117_b 1540 CAMAMCC A CABICACCAA CCA| AGAAA CAABAACAGAARC A AlEAAGA C (v AA A [ A

ACBCA C A ACCA AMCIRC AR 1670
Consensus
AGTCATTTCATATCCGTGACTTTGATTTTTTTTTTTCAGCACCAAGGGCCATEGGCAGAAATGCAAGAACAGAAGCTGAGGAGAAGATGGGCGACGCATGCATCTCAATTATTCTGAGTACCATGGATCTCAT
Oococupancy
APQ_@4117_a 1692 A CAABAABBACCACABICCICCACABCIIG GG GG AMC AMA GG CGC CRCCAAGCCICIACTACCACCIICC A AATANCGC A A CA CAAC GG 1822
SEX_G4188_a 1897 A CAABAABBACCACABICCHICCACARCITC CHC CTcC AMC AMACITC cCCcC CCCAAGRCCICIACTACCACCIICC A AATAMC A A CA CAAC CCW 1227
APOQ_@4117_b 1671 A CAAGAA ACCACAGICCICCACAGCC CHC CIlcC ATCATACTC CCccC CHCCAAGCCHCINACIEACCACCCC AT AATATICA A cA CAAC CCif 1201
Consensus
CCGATGCAAGAAGGACCACAGCCTCCACAGCTCTGCTCGTCTCTG TATCATACTCGTCCC TG TG TTCTCCAAGCCTCTACTACCACCTCCTGATAATATCAGTGEGAGTCATTTTGGTGTGTCAACTGTCCT
Clcocupancy
APO_@Q4117_a 1823 ANIC CCA AAGACA A CTCATC CATATATAC CTACTACGAAAGABAGAAGCCATEAA 1913
SEX_@4188_a 1828 A C CCA AAGACA A CTCATC CATATATAC CTACTACGAAAGABAGAAGCCATEAA 1918
APOQ_@4117_b 1802 AMIC CCA AAGACA A CTCATC CATATATAC CTACTACEAAAGAGBAGAAGCCATEAA 1892
Consensus
ATCTGTTCCAGTGAGTCAGTAAGACAGTCAGTCAGTG TTCGAGTCTCATCTTETCATATATACTTCTACTACGARAAGAGAGAAGLCCATGAA
Cooupancy

Figura 34. Andlisis de alineamiento de secuencias nucleotidicas de los fragmentos génicos clonados, correspondientes a los isotigs 18298 sex y 21112_apo
(PnlAA30).
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Tabla 22. Resultados de busquedas BLASTN en la base de datos sexual (C4-4X) del
transcriptoma floral de P. notatum para la secuencia SEX_Q4188_a.

Quer Subject Identidad Alineamiento e-value Score
y (isotig) (%) (bases)
99,68 315 2" 617
100 135 2e"° 268
SEX_Q4188 a Isotig 18298 -
100 78 2e- 155
98,39 62 2 115

Tabla 23. Resultados de busquedas BLASTN en la base de datos apomictica (Q4117) del
transcriptoma floral de P. notatum para las secuencias APO_Q4117 ay APO_Q4117_b.

Quer Subject Identidad  Alineamiento e-value Score
y (isotig) (%) (bases)
100 315 ge """ 624
100 135 2e"° 268
APO_Q4l17_a Isotig 21112 -
100 78 2e.- 155
100 62 26’ 123
100 315 ge'"® 624
100 135 2e™"° 268
AP QRT3 Isotig 21112 36
100 78 2e- 155
98,39 62 2 115

IV.3.4.1- Mapeo fisico de PnIAA30 en el genoma (2x) de P. notatum

Al igual que el andlisis efectuado para el gen PNANK-TPR3 en la seccion 1V.2.3.1, con
el fin de mapear in silico las secuencias de los isotigs 18298 sexy 21112_apo (PnlAA30) en
P. notatum, se realizaron busquedas BLASTN (% identidad > 80, e-value < e®) sobre los
3.843 supercontigs que constituyen el borrador del genoma de la especie. El analisis
determin6é que ambas secuencias mapearon en el ensamblado utg001669I. Los resultados
se muestran en la Tabla 24, donde en ambos casos se detectaron cinco regiones de similitud
superiores al 86 % en la mayor parte del largo de los transcriptos (1408 bases/ 1563 bases
totales del isotig 18298 _sex y 1551 bases/ 1583 bases totales del isotig 21112_apo),
coincidente con las cinco regiones exoénicas de OsIAA30 y de las estructuras génica
hipotéticas de los isotigs bajo estudio (18298 sexy 21112 _apo), construidas con la secuencia
gendmica de OsIAA30 (Ver Figura 31A). Vale destacar que el ensamblado utg001669l es el
mismo en el que se posicionaron los isotigs 17384 _sex y 11445 _apo (PnANK-TPR3) y la
sonda C1069 100 % ligado al ACL de P. notatum.
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Tabla 24. Resultados de las busquedas BLASTN sobre el borrador del genoma del citotipo
diploide sexual #R1 de P. notatum.

Query Subject Identidad | Alineamiento | Query | Query | Subject | Subject e- Score
(%) (pb) start end start end value
utg001669| 87,05 502 1 490 | 142202 | 142667 | 3™ | 523
utg001669| 89.29 252 493 739 | 144803 | 145042 | 5e7® 300
PnIAA30 001609
lsotig18208_sex | 9 92.19 128 738 864 | 146058 | 146180 | ge42 176
utg001669 89,83 59 872 930 | 146307 | 146362 | 1e™ | 73.1
utg001669 87.97 640 049 | 1563 | 146521 | 147134 0 708
utg001669! 86,69 526 3 516 | 142182 | 142667 | 4e'% 536
utg001669| 88,89 252 519 765 | 144803 | 145042 | 2e77 294
PnIAA30 001669
lsotig21112_apo |9 92.19 128 764 890 | 146058 | 146180 | 9e*2 176
utg001669 89,83 59 898 956 | 146307 | 146362 | 1e™ | 73.1
utg001669 88,01 634 975 | 1583 | 148521 | 147129 0 704

Posteriormente, utilizando como referencia la secuencia gendmica del ensamblado
utg001669l, se construyeron las secuencias génicas correspondientes a los isotigs
18298 sex y 21112 apo (PnlAA30), y se compararon con la estructura del gen de arroz
OslAA30 (Figura 35). Este analisis determiné que el gen PnlAA30 posee una estructura
similar a OslIAA30, conteniendo los cinco exones predichos y manteniéndose un alto grado

de microcolinealidad entre ambos.

OslIAA30 _—

LOC_0s12g40890 ¥ , . , . .3
b Lk pi ] kb ko i)

PnlAA30 —

Isotig18298_sex ¥, , , , , , , , , , ¥
ooy it 1000ty 150t W0lp 20ty W0itp 30itp 0ty V500

PnlAA30 —r—

|50.i921112_apo § 1 1 1 I 1 1 1 L 1 L ¥
Obp 500bp 1000bp 1500bp 2000bp 1500bp 3000tp 3500tp 4000bp 4500bp

Exones — Intones

Figura 35. Comparacién de la estructura génica de PnlAA30 (sexual y apomictica), y su
homadlogo de arroz OsIAA30 (LOC_0s12g40890).

Estos resultados indican que el gen PnlAA30, al igual que PNANK-TPR3, se encuentra
localizado fisicamente en ACL de P. notatum, en el segmento cromosémico delimitado por
los marcadores C996 y C1069. Estos marcadores son sondas heter6logas (de arroz) que

mapean en la region telomérica del cromosoma 12 de arroz, sinténica al ACL y que
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cosegregan estrictamente con la apomixis en P. notatum (Ortiz et al., 2013). Ademas, se
observo una alta conservacion de la microcolinealidad en esta region entre arroz y P. notatum
(Figura 36). Evidentemente el andlisis de cosegregarcion que detecté un polimorfismo ligado
a 30 cM del ACL podria entonces corresponder a una secuencia duplicada que se encuentra

en las cercanias del ACL.

25,0 F» Marcador 1069 0.47 4+ Marcador C1069
o &> OsANK-TPR 5
F T+ 0slAA30 1
| 2 Mb x) ]
25,7 _‘E 0,36 -
1 1> PNANK-TPR3
>< 26,4 — 0,25
27,1 — 0,14 > PnlAA30
-1 Mb
T Scaffold utg0016691 P. notatum (2x)
_““‘-——.__2_2,3 __E

Mb
Cromosoma 12 de arroz

Figura 36. Representacion esquematica del mapa fisico de la regién del cromosoma 12 de
arroz sinténica al ACL, y del ensamblado utg001669I del genoma diploide de P. notatum. La orientacion
de las secuencias se basoé en la referencia de arroz.

IV.3.5- Andlisis de expresion de genes PnlAA30 en tejido floral

Con el proposito de estudiar los niveles de expresion PnlAA30 (isotigs 18298 sex y
21112 apo) durante el desarrollo reproductivo de P. notatum, se realizaron experimentos de
gRT-PCR sobre ADNCc obtenido a partir del ARNm de espiguillas en los estadios de meiosis
y antesis de los genotipos Q4188 (sexual) y Q4117 (apomictico). Las reacciones de
amplificacién fueron realizadas utilizando cebadores disefiados para la amplificacion
especifica de los isotigs con un tamafio esperado de los amplicones de 109 pb (Tabla 25).
Los genes de referencia utilizados para la normalizacién de los valores de expresion fueron

los correspondientes a la B-tubulina y glucosa- 6-fosfato deshidrogenasa (Tabla 25).

117



Resultados

Previo a los experimentos de gRT-PCR, se realizé una amplificaciéon por PCR
convencional sobre ADN y ADNc de los genotipos Q4188 y Q4117 con el fin de detectar
posibles polimorfismos entre el genotipo sexual (Q4188) y apomictico (Q4117), y validar la
expresion in vivo de los transcriptos, respectivamente. Para ello se emplearon los cebadores
RTPn21112aF y RTPn2112aR sobre ambos templados (Tabla 25). Los resultados de las

amplificaciones para PnlAA30 se correspondieron al tamafio esperado de 109 pb (Figura 37).

Tabla 25. Cebadores empleados en los estudios de expresion de los genes PnlAA30.

RTPn21112aF TGGTGTGTCAACTGTCCTATCTG
RTPn21112aR TTCATGGCTTCTCTCTTTCGTAG
B-tubulinaF GTGGAGTGGATCCCCAACAA
B-tubulinaR AAAGCCTTCCTCCTGAACATGG
Glucosa-6-fosfato DHF CATCAGAGATGAGAAAGTCAAGGTT
Glucosa-6-fosfato DHR AGCTTTAAGAATGAAAGGAACACCT

Estos resultados demostraron la expresion de los transcriptos correspondientes al gen
PnlAA30 durante el desarrollo reproductivo tanto en los genotipos sexuales como en el
apomictico, sin evidenciar diferencias entre ellos, resultados similares se obtuvieron al

amplificar el ADN gendmico (Figura 37).
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Figura 37. Gel de agarosa al 1,5% con
productos de la amplificacion de los de
PnlAA30 empleando los cebadores
- RTPn21112aF y RTPn21112alR sobre ADN
200 [ genémico y ADNc de Q4188 y Q4117. Los
asteriscos rojos indican amplificacion sobre
ADNC.

Una vez confirmado el patron de amplificacion sobre el ADNc de una Unica banda
correspondiente a los transcriptos derivados PnlAA30, se realizaron estudios de la expresion

de este transcripto durante el desarrollo reproductivo en los estadios de meiosis y antesis.
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Los andlisis de expresion en ambos genotipos (Q4188 y Q4117) mostraron que, en meiosis,
el transcripto sexual se expreso en un nivel superior, aungue este no resulto estadisticamente
significativo (Tabla 26 y Figura 38A). Sin embargo, en el estado de antesis, las diferencias de
expresion a favor del genotipo sexual fueron mayores y estadisticamente significativas (Tabla
26 y Figura 38B).

Tabla 25. Resultados de los andlisis de la expresion relativa de PnlAA30 en meiosis y antesis
de los genotipos Q4188 y Q4117, obtenidos con el programa Rest2009.

Estadio del Individuo Modo Expresién Error Resultado _valor
desarrollo Reproductivo Relativa Estandar P
Q4188 Sexual 1 -
Meiosis Apomictica Dif. no
Q4117 facultativa 0,707 0,625-0,808 significativa 0,1
S
Q4188 Sexual 1 -
Antesis fcti
Q4117 Apomictica 0,329 0,214 - 0,451 DOWN 0,03
facultativa

No significativas: las diferencias de expresion entre los genotipos son estadisticamente NO significativas
DOWN: Q4117 presenta una menor expresion de PnlAA30 con respecto a Q4188 en antesis (p < 0.05)

PnlAA30en Meiosis A PnlAA30 Antesis B

1,2 1,2

g i BN
§ 08 © 08
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® 04 0 04
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0 0

Q4188 Qa7 Q4188 Q4117

Figura 38. Gréfica de expresion relativa del gen PnlAA30 en el estadio de meiosis y antesis
de los genotipos Q4188 (sexual) y Q4117 (apomictico). A) Expresion relativa del gen PnlAA30 en el
estadio de meiosis entre los genotipos. B) Expresion relativa del gen PnlIAA30 en el estadio de antesis.
Las gréficas representan los resultados de dos réplicas biolégicas con al menos tres réplicas técnicas
en cada uno.

Posteriormente, con el fin de determinar si las diferencias de expresion del gen bajo
estudio en el estadio de antesis se asociaban al modo reproductivo, se realizaron nuevos
experimentos qRT-PCR sobre muestras de ADNc de espiguillas en antesis de tres individuos
F1 sexuales y tres apomicticos de la poblacion segregante. Los resultados de expresion

mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los tres individuos sexuales y dos
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individuos apomicticos, con una disminucion de la expresion de PnlAA30 en estos ultimos
(Tabla 27 y Figura 39). No se observaron diferencias significativas entre los individuos
sexuales y el individuo apomictico JS 9, pudiendo este resultado, estar relacionado con el
elevado % de ovarios abortados (baja expresién de la aposporia) observado en la

caracterizacion citoembriologica (Ver Tabla 6 de la seccion 1V.1.2).

Tabla 27. Resultados de los analisis estadisticos de la expresion relativa de PnlAA30 en
antesis de seis individuos F1 derivados de Q4188 x Q4117, obtenidos con el programa Rest2009.

Expresion

Individuo Modo Reproductivo Relativa Error Estandar Resultado P-valor
JS 57 Sexual 1,02 0,822 - 1,221 Dif. no 0,1
significativa
JS 58 Sexual 0,739 0,634 - 0,883 Dif. no 0,92
significativa
JS 83 Sexual 1 - referencia -
JS 9 Apomictica facultativa 0,712 0,583 - 0,902 Dif. no 0,1
significativa
JS 40 Apomictica facultativa 0,453 0,355 - 0,602 DOWN 0,04
JS 71 Apomictica facultativa 0,330 0,268 - 0,418 DOWN 0,03
PnIAA30 en Antesis
1,4
1,2
g
g 1 -
O]
@ 0,8
: I
‘5 0,6
.
204
i
0,2
O | —  —
JS57 JS58 JS83 JS9 JS40 JS71
F1 Sexuales F1 Apomicticas

Figura 39. Expresion relativa del gen PnlAA30 en el estadio de antesis en tres individuos F1
sexuales y tres apomicticos, derivados del cruzamiento entre Q4188 x Q4117. PnlAA30 muestra
diferencias de expresion estadisticamente significativas entre los individuos sexuales y dos
apomicticos.

Por otro lado, con el proposito de determinar si los niveles de expresién de PnIAA30
se correlacionan con el grado de expresividad de la aposporia, se realizaron nuevos

experimentos gRT-PCR sobre ADNc de espiguillas en antesis de tres genotipos hermanos
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completos (J7, J11 y J40) con diferente grado de expresividad del caracter (J7 100 %, J40 56
% y J11 3 %) (Acufia C, comunicacion personal). Los resultados experimentales mostraron
una disminucion de la expresion de PnlAA30 asociada negativamente con el grado de
expresividad de la aposporia. En este sentido la expresion del transcripto en el genotipo J11
(apomictico con alta expresion de la sexualidad), resultd superior a la detectada en el
individuo J40 (que presenta un 56% de sacos apospoéricos) aunque la diferencia no resulté
estadisticamente significativa, y que la expresion en el genotipo J7 (Qque muestra solo sacos
embrionarios aposporicos), donde si resultd estadisticamente significativa (Tabla 28 y Figura
40A). Los andlisis de correlacion arrojaron un R? = 0,8929, confirmando que existe una
correlacion negativa entre la expresion relativa del transcripto PnlAA30 y el grado de
aposporia (Figura 40B).

Tabla 28. Resultados de los andlisis estadisticos de la expresion relativa de PnlAA30 en
antesis de tres genotipos con diferente grado de aposporia, obtenidos con el programa Rest2009.

Genotipo Expresmdg 6 e [ Expres_;|on Error Estandar Resultado p-valor
aposporia (%) Relativa
J11 3% 1 -
J 40 56% 0,875 0,686 - 1,077 Dif. no 0,57
significativa
J7 100% 0,502 0,402 - 0,673 DOWN 0,03
A B
PnlAA30 en Antesis PrnlAA30 en Antesis ¥ = -0:504x+ 1,0595
R?=0,8929
1,2 2
J11
o 1 o 1 [ J40
2 _ N N e P ™
®08 mo8 ||
& [ T
cog | T J7
:S 0.6 :g 08 %
0 904
204 5
i g w2
0
0 1 (3 140 (56 17 (100 0%  20% 40% 60%  80% 100% 120%
(3%) (56%) (100%) % Aposporia

Figura 40. A) Expresion relativa del gen PnlAA30 en el estadio de antesis en tres genotipos
hermanos completos con diferente grado de aposporia. B) Analisis de correlacién entre el grado de
aposporia y los niveles de expresion relativa de PnlAA30.

Como se describié en la introduccién, mutantes homocigotas para el gen IAA16 de
Arabidopsis (ortélogo a OsIAA30 y presunto ortdlogo a PnlAA30) fueron incapaces de
producir descendencia, indicando que este gen podria estar asociado a alguna de las etapas

de la gametogénesis o embriogénesis (Rinaldi etal., 2012). Teniendo en cuenta dicho
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antecedente y al resultado experimental descripto anteriormente que indica una alta
expresion en la antesis del genotipo sexual, se estudiaron los niveles de expresion de
PnlAA30 durante la embriogénesis. Para esto, se realizaron experimentos de PCR
semicuantitativa (RT-PCR) utilizando como molde ADNc obtenido derivado de espiguillas a
dos dias después de la antesis (embriogénesis temprana), de los genotipos Q4188 y Q4117.
Como gen de referencia se utilizé la B-tubulina. Los productos de amplificacion se resolvieron
en geles de agarosa al 2% (Figura 41A) y se utiliz6 el programa ImageJ (Abramoff et al.,
2004) para cuantificar los niveles de expresion a partir de intensidades de las bandas
amplificadas para cada gen y genotipo. Los resultados del experimento se muestran en la
Figura 41A, en donde se puede observar mayor intensidad de la banda amplificada en el
genotipo sexual (Q4188) en relacién a la apomictico (Q4117). Cabe destacar que si bien el
gen de referencia presentd una leve variacion entre los genotipos (probablemente debido a
la carga de ADNCc), la cuantificacién de las bandas de amplificacién con programa ImageJ
determiné que, se obtuvieron diferencias del transcripto PnlAA30 entre los genotipos
apomictico y sexual (Figura 41B). Esto fue confirmado cuando se normalizé la intensidad de
las bandas amplificacion de PnlAA30 con el gen de referencia B-tubulina en Q4188 y Q4117
(Figura 41C). Los resultados de este andlisis indican una expresion de 0,93 veces mayor del
gen en el genotipo sexual (Q4188) durante la embriogénesis temprana, en comparacion con

la expresion en el genotipo apomictico (Q4117).

A
Q4188 Q4117
B Cc
Embriogénesis PnlAA30 en Embriogénesis
40000 250
35000
2,00
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T 25000 ©
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= 20000 <
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10000 =3
5000 . " os0
0

Q4188 Q4117 0,00
u 3-tubulina ™ PnlAA30

Q4188 Q4117

Figura 41. A) amplificaciones del gen PnlAA30 y la B-tubulina en muestras de ADNc de dos
dias después de la antesis. B) Cuantificacion de las bandas de las amplificaciones de B-tubulina y
PnIAA30 empleando el software image J. C) Cuantificacion de la expresién de PnlAA30 normalizada
con el gen referencia B-tubulina.
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Finalmente, se determinaron los niveles de expresion de PnIAA30 en tejido vegetativo.
Se realizaron experimentos de qRT-PCR sobre ADNc de hojas jévenes de los genotipos
Q4188 y Q4117. Nuevamente, como gen normalizador se utilizé la p-tubulina. Los andlisis de
expresion relativa mostraron una expresion similar en ambos genotipos (Figura 42) (Tabla
29).

Tabla 29. Resultados de la amplificacion de PnIAA30 en hojas de los genotipos Q4188 y
Q4117. En analisis estadisticos se realizo con el programa Rest2009.

Individuo Modo Reproductivo  Expresion Relativa  Error Estandar Resultado P-valor
Q4188 Sexual 1 -
Q4117 Apomictica 0,874 0,785 - 0,970 Dif. no 0,75
facultativa ' ' ' significativa '

PnIAA30 en Hoja
1,2

0,8
0,6
0,4

Expresion Relativa

0,2

Q4188 Q4117

Figura 42. Expresion relativa del gen PnlAA30 en hoja, comparada ente los genotipos Q4188
(sexual) y Q4117 (apomictico).

IV.3.6- Estudios de hibridacién in situ de tejidos de PnlAA30

Debido a que los experimentos descriptos anteriormente mostraron una mayor
expresion del gen PnlAA30 durante el desarrollo reproductivo sexual comparado con el
apomictico, se realizaron experimentos de hibridacion in situ de tejidos a fin de determinar la
localizacién precisa de su expresion en pre-meiosis/meiosis y antesis. Estos estadios fueron
seleccionados debido a que son claves en el desarrollo de las células iniciales de la aposporia
y del saco embrionario, respectivamente, y por ser los momentos en donde los experimentos

de qRT-PCR mostraron diferencias de la expresion.

Para el disefio de la sonda de hibridacién se seleccion6 a un fragmento de 523 pb,
localizado entre la posicion 1007 y 1530 de los transcriptos isotig 18298 sex y 21112 apo
(Figura 43). Dicha region no presenta homologia con las demas secuencias codificantes para

proteinas del tipo Aux/IAA expresadas en el transcriptoma de P. notatum. El fragmento de 523
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pb amplificado desde ADNc de Q4188 y Q4117 empleando los cebadores IS_PnlAA_F y
IS_PnlAA_R (Tabla 30), se cloné en el vector pPGEM®-T easy, y se transformaron bacterias
de E. coli DH5-Alpha. Luego de la purificacién de los plasmidos, se corroboré la presencia de
los fragméntenos de interés mediante PCR, empleando los mismos cebadores (Figura 43). La
secuenciacion de los insertos se realizd en Macrogen, Corea. Las secuencias obtenidas por
secuenciacion fueron chequeadas en las bases del transcriptoma sexual y apomictico de P.
notatum mediante busquedas BLASTN. Los resultados de dichas busquedas confirmaron que
los fragmentos correspondian a los isotig 18298 sexy 21112 apo (% ID = 100, e-value = 0).
Los experimentos correspondientes a la amplificacion y marcacién de la sonda se resumen
en la seccion 111.13 de Materiales y Métodos.

Tabla 30.- Cebadores utilizados para la amplificacién de la secuencia empleada en la sintesis
del fragmento utilizado como sonda.

IS_PnlAA_F CGACGCATGCATCTGAATTA
IS_PnlIAA_R TGCATGGAACAGTTAACACCA

MM Q4188 Q4117

Figura 43. Gel de agarosa al 1,5 %
o —— mostrando la amplificacion del fragmento de 523
pb (correspondiente a PnlAA30) empleado como
sonda en el plasmido recombinante luego de la
clonacion.

Los resultados de las hibridaciones con la sonda antisentido (la cual detecta al
transcripto codificante de PnlAA30), mostraron sefiales de expresion en ambos genotipos
Q4188 (sexual) y Q4117 (apomictico), y en ambos estadios del desarrollo reproductivo
evaluados. En premeiosis, se observo una fuerte hibridacién en células de la nucela que
rodean a la célula madre de la megaspora, y en parte de los tegumentos de 6vulos de ambos
genotipos, con una mayor intensidad en el genotipo Q4188 (Figura 44 A-D). Es de destacar
que en Q4188 no se detectd hibridacién en la CMM, mientras que si se observo en Q4117
(Figuras 44 A y B). Con respecto a la hibridacion sobre las anteras se observo sefial en los

microsporocitos de ambos genotipos (Figura 44 C y D).

La hibridacion con la sonda sentido (que detecta la hebra antisentido del transcripto)

mostré sefiales leves de hibridacion sobre células de la nucela y parte de los tegumentos
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durante la meiosis del genotipo Q4188, mientras que no produjo sefiales significativas sobre
el 6vulo del genotipo Q4117. En este caso los microsporocitos no mostraron sefal de

hibridacion en ninguno de los dos genotipos (Figura 44 E-H).

Figura 44. Hibridacion in situ del
transcripto PnIAA30 sobre tejido
reproductivos de Q4188 (sexual) y
Q4117 (apomictico) en estadio de
pre-meiosis/meiosis. A) Hibridacion
de organos reproductivos de Q4188
con la sonda antisentido. Se observa
hibridacién en el ovario y en los
microsporocitos. B) Hibridacion de
organos reproductivos de Q4117 con
la sonda antisentido. Se observa
hibridacién en el ovario y en los
(| microsporocitos. C) Ovulo de Q4188
| en premeiosis hibridado con la sonda
antisentido. Se observa una fuerte
hibridaciéon en las células de la
nucela, que rodean a la célula madre
de la megéspora (CMM) y en parte de
los tegumentos. No se observa
hibridacion en la CMM. D) Ovulo de
Q4117 en premeiosis hibridado con la
sonda antisentido. Se detecta
hibridacién en las células de la
nucela, parte de los integumentos y
en la CMM. E) Vista general de los
organos reproductivos de Q4188
hibridados con la sonda sentido. Se
observa una leve hibridacion los
microsporocitos y ovario. F) Vista
general de los 6rganos reproductivos
de Q4117 hibridados con la sonda
sentido. No se detecté sefial de
hibridacién G) Ovulo de Q4118 en
meiosis hibridado con la sonda
sentido. Se observa hibridacion en
células de la nucela y parte de los
tegumentos. H) Ovulo de Q4117 en
de meiosis hibridado con la sonda
sentido. Se detecta una leve sefial de
hibridacion 1 y J) Control de
hibridacion en tejidos de Q4117
(soluciéon sin sonda). CMM: célula
madre de la megéaspora, po:
primordio de 6vulo, p: polen. Las
barras corresponden a 50 micras.
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La hibridacién con la sonda antisentido en el estadio de antesis mostrd una hibridacion
muy contrastante entre los genotipos sexual y apomictico. En Q4188 mostré una fuerte sefial
de hibridacion en las células de la nucela y aparato oosférico, y una leve sefial en ndcleos
polares y células antipodales del 6vulo (Figura 45 A-C). Sin embargo, en el genotipo Q4117
se observo una leve a nula sefial en las células de la nucela, y aparato oosférico, y una sefial
tenue en los nucleos polares (Figura 45 D-F). La hibridacion con el transcripto sentido, la cual
detecta al transcripto antisentido de PnlAA30, mostré sefales débiles en la nucela del 6vulo
del individuo sexual (Figura 38. G-H), en cambio, en el genotipo apomictico, no pudo

advertirse hibridacion en ninguno de los tejidos de los 6vulos analizados (Figura 45 J-K).

Estos resultados indican que el transcripto PnlAA30 se expresa durante el desarrollo
reproductivo en ambos estadios analizados (en coincidencia con lo observado en los
experimentos de gRT-PCR) y que el transcripto codificante para la proteina tiene una
expresion localizada en la nucela, tegumentos y microsporocitos durante las etapas
tempranas de desarrollo (premeiosis/meiosis) de ambos genotipos. Sin embargo, en el
genotipo sexual no se observo hibridaciéon en la legitima CMM, mientras que si se detecto
hibridacion en la CMM del genotipo apomictico. La hebra antisentido, solo mostré una leve
hibridacion en el genotipo sexual. Por otro lado, en el estado de antesis se observaron
patrones de hibridacion bien contrastantes con una fuerte hibridacion de la sonda antisentido
en el tejido nucelar, nlcleos polares y aparato oosférico del genotipo sexual, y una sefial
mucho menos marcada en el apomictico. En este estadio, la hebra sentido detecté muy bajas
sefales de hibridacién, con lo cual el transcripto antisentido de PnlAA30 result6 practicamente
indetectable. Estos patones de hibridacion concuerdan con los resultados del andlisis de
expresion durante los primeros estadios de desarrollo embrionario, en donde se observan una

mayor expresion del transcripto en el genotipo sexual.
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Figura 45. Hibridacion in situ del transcripto PnIAA30 sobre tejido reproductivo de P. notatum
en antesis. A-C) Ovulos de Q4188 (sexual) hibridado con la sonda antisentido. Se observa una intensa
sefial de hibridacion en células de la nucela y en el aparato oosférico, y una hibridacion mas leve en
los nlcleos polares y atin mas tenue en las antipodas. D-F) Ovulos de Q4117 (apomictico) hibridado
con la sonda antisentido. La hibridacién detectd una leve hibridacion en las células de la nucela y
aparato oosférico, con mayor intensidad en los nicleos polares. G-H) Ovulos de Q4188 hibridados con
la sonda sentido. Se observa una leve hibridacion en las células de la nucela, y no se detecto sefial en
el aparato oosférico, ndcleos polares y antipodas. J-K) Ovulos Q4117 hibridado con la sonda sentido.
No se detectd sefial de hibridacion. | y L) Control de hibridacion con évulos de Q4117 (solucién sin
sonda). Ninguna sefial fue observada. ser: saco embrionario reducido, senr: saco embrionario no
reducido, n: nucela, np: ndcleos polares, ao: aparato oosférico, ant: antipodas. Las barras corresponden
a 50 micras.
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IV.3.7- Identificacion de posibles proteinas interactoras de OsIAA30

Con el objetivo de conocer que proteinas estan estrechamente vinculadas con
OslAA3O0 e identificar las posibles vias metabdlicas en las cuales participa esta proteina se
utilizo el software libre STRING, empleando como consulta a la secuencia proteica del gen de
arroz. La red resultante con un valor alto de confianza (0,700) identifico 9 proteinas asociadas
entre las que se encuentran proteinas codificadas por: genes vecinos, genes que se co-
expresan con OsIAA30 y proteinas homoélogas. La mayor parte de las interacciones fueron
determinadas de manera experimental y/o desde bases de datos curadas (lineas de color rosa
y celeste) (Figura 46).

0S11T0515500-01
OsJ_14626

/-

P0O001A07.4

¢ %~ Bases de datos curadas [ =" Co-expresion ' Genes vecinos

£ e’ % Determinacion experimental " Proteinas homologas

Figura 46. Representacion de la red de interacciones proteina-proteina de OsSIAA30
identificada por la base de datos STRING (valor de confianza = 0,700).

El listado de las proteinas identificadas se detalla en la Tabla 31. Entre estas pueden
reconocerse principalmente a los factores de transcripcion ARFs (Auxin Response Factors) 2,
7, 11, 15 y 16. Otro tipo de proteinas identificadas dentro de la red e interaccionando
directamente con OslAA30, fueron las proteinas del tipo TIR1-Like (Trasport Inhibitor
Response 1- like). Este tipo de proteinas forma parte del complejo proteico ubiquitina ligasa

SCF™!junto a otras proteinas y son las encargadas de censar los niveles de auxina en el
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nucleo. (Tan et al., 2007; Parry et al., 2009; Weijers y Wagner, 2016). Ademas, se identificd

una proteina (OslAA31) de la misma familia que la proteina bajo estudio.

Tabla 31. Lista de las proteinas identificadas in silico por la base de datos STRING, como los
primeros interactores de la cascara de OsIAA30 (LOC_0s12g04890).

Organismo Accesion
MP (ARF11)
0Os05g0150500
ARF7
ARF15
0S01T0670800-01
0S11T0515500-01
OsJ_14626
I1AA31

Oryza sativa

OsJ_019622

Proteina
Auxin response factor 11
TIR1-like
Auxin response factor 7
Auxin response factor 15
Auxin response factor 2
TIR1-like
TIR1-like

Auxin-responsive protein IAA31

Auxin response factor 16
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IV.4- Andlisis de genes pertenecientes a la familia AP2/ERF expresados durante el
desarrollo reproductivo de Paspalum notatum

IV.4.1- Obtencién y analisis de transcriptos homologos a OsAP2/ERF de arroz

Como se menciond previamente, en la region del cromosoma 12 de arroz sinténica al
ACL de P. notatum, se encuentra el LOC_0s12g41060 (OsAP2/ERF) (Hojsgaard et al., 2011).
Como se desarroll6 en la introduccién este gen pertenece a la superfamilia AP2/ERF. Varios
miembros de esta superfamilia fueron asociados a la diferenciacién de érganos florales y a la
embriogénesis (Kim et al., 2006). Ademas, se ha reportado que el gen PsBBM-like
perteneciente a esta supefamilia esté directamente asociado la apomixis en Pennisetum spp.
(Conner et al., 2015).

Con el objetivo de determinar si transcriptos de P. notatum relacionados a OsAP2/ERF
se expresan durante el desarrollo reproductivo, se realizaron blsquedas BLASTX sobre los
transcriptomas de los genotipos tetraploides C4-4x (sexual) y Q4117 (apomictico) (Ortiz et al.,
2017). Para esto, se utiliz6 como consulta la secuencia codificante (CDS) y proteica
correspondiente al gen de arroz OsAP2/ERF. Los resultados de la busqueda se muestran en
las Tablas 32 y 33. Como se observa, ninguna de las secuencias nucleotidicas mostré valores
de similitud a OsAP2/ERF de acuerdo a los criterios establecidos (% identidad > 60, e-value
< 10y bite score > 150). Estos resultados indican que no se detectaron transcriptos altamente
similares a OsAP2/ERF expresados durante el desarrollo reproductivo de P. notatum. Esto
puede deberse a que, al tratarse de un factor de transcripcion, su nivel de expresion haya
guedado por debajo del limite de deteccion del sistema 454-Roche y que por lo tanto no esté

representado en los transcriptomas.

Tabla 32. Resultado de las busquedas BLASTP en la base sexual (C4-4X).

Query Subject Identidad Alineamiento e-value Score
Isotig (%) (aa)
19776 58,73 63 4e-09 58,5
OsAP2/ERF 26037 52,38 63 1e-08 57,4
(CDS)
28528 50,79 63 4e-08 55,5
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Tabla 33. Resultado de las bisquedas BLASTP en la base apomictica (Q4117).

Query Subject Identidad Alineamiento e-value Score
Isotig (%) (aa)
21343 58,73 63 5e-09 58,5
OsAP2/ERF 27770 52,38 63 1e-08 57,4
(CDS)
27240 50,79 63 4e-08 55,5

IV.4.2- Identificacidon y estudio general de genes AP2/ERF expresados en P. notatum

Teniendo en cuenta el resultado obtenido en el punto anterior y con el objetivo de
detectar si otros miembros de esta superfamilia se encuentran expresados durante el
desarrollo reproductivo de P. notatum, se utilizé6 una segunda estrategia de trabajo en la cual
se realizaron busquedas de BLASTP sobre el transcriptoma global empleando como consulta
seis secuencias proteicas representativas del grupo de proteinas BBM (BABY BOOM)
pertenecientes al clado euANT: Oryza sativa: OsBBM1, OsBBM2 y OsBBM3, Brasica napus:
BnBBM1, Arabidopsis thaliana: AtBBM y Pennisetum glaucum: PSASGR-BBM-likel; y cinco
de la subfamilia AP2 (APETALA2): Rosa chinensis: RcAP2-like, Setaria itdlica: SiAP2-like,
Arabidopsis thaliana: AtAP2-like, Malus domestica AHAP2 y Oryza sativa: APL25 (Jofuku
et al., 1994; Boutilier, 2002; Zhou et al., 2012; Lata et al., 2014; Conner et al., 2015; Han et al.,
2018; Jha y Kumar, 2018; Khanday et al., 2019). Considerando que Oryza sativa y Setaria
italica ademas de pertenecer a la misma familia (Poaceas) que P. notatum, son especies
filogenéticamente cercanas, es oportuno resaltar la posicién fisica de los genes codificantes
para las proteinas elegidas de dichas especies. Los genes de arroz codificantes para APL25,
BBM1, BBM2 y BBM3 se localizan en el cromosoma 4 (posicién: 33.070.236 — 33.073.978),
11 (posicidén: 10.863.991 — 10.868.270), 2 (posicion: 24.264.206 — 24.265.833) y 1 (posicion:
39.142.206 — 39.144.326), respectivamente. El gen de Setaria Italica codificante para SiAP2-

like se localiza en el cromosoma 6 (posicion 31.561.317 — 31.563.286).

Como resultado de este analisis se identificaron cinco proteinas predichas similares a
AP2-like y cuatro proteinas similares a BBM (% Identidad > 65, e-value < 5e?, bit score >
213) (% Identidad > 65,57, e-value < 4e%2, bit score > 206) (Ver Tabla VIII.5 del Anexo). De
los cinco isotigs homologos a las proteinas AP2-like, los isotig 06878 y 06079 pertenecen a
un mismo isogrupo/gen 00558, al igual que los isotigs 23310 y 23311 (isogroup 06591) y el
ultimo isotig pertenece al isogroup 12917, lo que indica la presencia de al menos tres genes
de los cuales dos presentan variantes alélicas (Tabla 34). Para el caso de los isotigs

homdlogos a las proteinas BBM se detectaron tres isogrupos/genes, el isogroup 00620
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integrado por los isotigs 07295 y 07297, y los isogroups 04808 y 17469 integrados por los
isotig 19745 y 36244, respectivamente (Tabla 34). Las secuencias identificadas se detallan

en la seccién Secuencias del Anexo.

Tabla 34. Miembros de la superfamilia AP2/ERF expresados durante el desarrollo reproductivo
de P. notatum.

Queries Subject Isogrupo/gen
(P. notatum) S
isotig06879 i e
-li isogrou

: QLAI_F;ZS""E isotig06878 9roup

e AHAP2 isotig31692 isogroup12917

* SiAPZlike isotig23310 _

o RcAP2-like — isogroup06591
isotig23311

e BnBBM2 isotig19745 isogroup04808

°© ABBM isotig07297

e PsASGR-BBM-likel — isogroup00620

e OsBBM1 isotig07295

e (OsBBM2 .. .

e OsBBM3 isotig36244 isogroupl7469

AtAP2-like: Arabidopsis thaliana (AAC13770.1). APL25: Oryza sativa (B8AVJ9.1). SiAP2-like: Setaria itaica
(XP_022684171.1). RcAP2-like: Rosa chinensis (XP_024182693.1). AHAP2: Malus domestica (AAL57045.2).
AtBBM: Arabidopsis thaliana (AAM33803.1). BnBBM2: Brasica napus (AAM33801.1). PsASGR-BBM-likel:
Pennisetum glaucum (EU559277.1). OsBBM1, OsBBM2, OsBBM3: Oryza sativa (KAB8114989.1, EAY86677.1,
XP_015634444.1).

Mediante blsquedas BLASTN en las bases de los transcriptomas C4-4X (sexual) y
Q4117 (apomictico) se determinaron las isoformas sexuales y apomicticas a las que

corresponden los transcriptos identificados en el punto anterior (Tabla 35).

Tabla 35. Identificacién de las isoformas sexuales y apomictica correspondientes a los
transcriptos AP2/ERF detectados en la base global de desarrollo reproductivo de P. notatum.

Isotigs base GLOBAL i Isogrupo/gen Isoforma base SEX Isoforma base APO
isotig06879 i isotig08400 isotig32043
—— isogroup00558 —
isotig06878 isotig08399 =
isotig31692 isogroup12917 isotig10774 isotig12508
isotig23310 i isotig06560 isotig22288
—— isogroup06591 ——
isotig23311 isotig06559 =
isotig19745 isogroup04808 isotig10031 Isotig07752
isotig07297 i isotig17661 Isotig06736
— isogroup00620 -
isotig07295 - Isotig06737
isotig36244 isogroup17469 Isotig04813 Isotig04886

*|sotigs identificados en la base de datos global presentados en la tabla 34
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Las secuencias proteicas obtenidas fueron alineadas empleando el software Muscle,
y a partir de dicha matriz de alineamiento se construy6 un arbol filogenético utilizando el
programa MEGA-X (Figura 47). Como era de esperar y coincidentemente con los resultados
de las busquedas BLASTP, las proteinas codificadas por los isotigs 06879, 06878, 31692,
23310 y 23311 formaron un grupo (sefialado como A) con las proteinas AP2-like (clado eu
AP2) en el arbol filogenético. En este caso, solo los dos transcriptos (isotigs 06879, 06878)
pertenecientes al isogroup 00558, aparecen agrupados junto a las proteinas AP2 de arroz y
Setaira, lo que indica que podrian corresponder a genes homdlogos. Los otros tres
transcriptos (isotigs 31692, 23310 y 23311), formaron un grupo aparte y podrian derivar de
genes ortélogos. Por otro lado, los transcriptos 19745, 07297, 07295 y 36244 agruparon con
las proteinas BBM pertenecientes a la subfamilia BABY BOOM (indicado como B) en la Figura
47. Sin embargo, en este caso, todas las secuencias de P. notatum formaron un grupo aparte.
Estos resultados indicarian la presencia, en el transcriptoma floral de P. notatum, de
transcriptos derivados de menos tres genes (isogrupos) de la subfamilia BBM y tres a la
subfamilia APETALAZ2.
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AP2 Drosophila melanogaster

100 | isotig06879
100 — L isotig06878
APL25 Oryza sativa
100 B?: SIAP2-like Setaria italica
AtAP2-like Arabidopsis thaliana
100 100 _I RcAP2-like Rosa chinensis
99 AHAP2 Malus domestica
isotig31692
a9 — isotig23310
100! isotig23311
isotig19745

100 [ isotig07295

isotig07297
5 isotig36244
99 PsASGR-BBML1 Pennisetum glaucum
100 683 | OsBBM1 Oryza sativa B
9L|7 OsBBM2 Oryza sativa

0OsBBM3 Oryza sativa

—— BnBBM2 Brassica napus
100 L———— AtBBM Arabidopsis thaliana

93

100

| —

010

Figura 47. Arbol filogenético de proteinas de las subfamilias BABY BOOM y APETALA2. El
analisis incluy6 las proteinas pertenecientes a: Pennisetum glaucum, Oryza Sativa, Setaria italica,
Malus domestica, Rosa chinensis, Brassica napus, Arabidopsis thaliana y P. notatum. A: proteinas
predichas por los transcriptos de P. notatum que agrupan con las proteinas AP2-like reportadas en
otras especies. B: proteinas predichas por los transcriptos de P. notatum que agrupan con la proteina
BBM.

IV.4.2.1- Aislamiento y andlisis de cosegregacion de secuencias génicas AP2 de P.
notatum.

Teniendo en cuenta el grupo “A” del arbol filogenético de la Figura 47, formado por
proteinas del tipo APETALAZ2, se seleccionaron los isotigs/alelos 06878 y 06879 (ensamblado
global del transcriptoma) para su estudio. Dichos isotigs/alelos estan representados por los
isotigs 08399 y 08400 en la base sexual del transcriptoma (C4-4x), y el isotig 32043 en la base
apomictica (Q4117) (Ver Tabla 35). Con el fin de corroborar la presencia de PnAP2-like (isotig
08399_sex, 08400_sex y 32043_apo) en el genoma de P. notatum, y a su vez determinar su

posible ligamiento genético con el modo de reproduccion, se realizaron experimentos de
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andlisis de segregantes en grupos (Michelmore et al., 1993). Este andlisis se realiz6é a partir
de amplificaciones por PCR del ADN gendmico de los individuos Q4188 (sexual) y Q4117
(apomictico), y un grupo sexual (BS) y uno apomictico (BA). Cada grupo representativo del
modo de reproduccion, integrado por cinco individuos Fi1 de cada clase (sexuales y
apomicticos), derivados de la poblacion segregante (Q4188 x Q4117). Los cebadores
utilizados para la amplificacion de los transcriptos se muestran en la Tabla 36.

Tabla 36.- Cebadores para la amplificacion de las secuencias genémicas correspondientes al
gen PnAP2-like.

Cebadores Secuencia (5'-3")
PnAP2LF GGCAGCTCCAAGTACAGAGG
PnAP2LR AGGTCAAGGTTGTGCTCGTC

Como primer paso y con el objetivo de determinar la disposicion de las secuencias
exonicas de PnAPL2-like se reconstruyeron las estructuras génicas hipotéticas para cada
transcripto utilizando como referencia la secuencia genémica de AP2-like de Setaria itélica
(101771961) (Figura 48). El alineamiento de los isotigs 08399_sex, 08400_sex y 32043_apo
mostré que el isotig 08399 _sex codifica para ocho exones con ausencia del segundo y tercer
exon comparado con la secuencia gendmica de Setaria. El isotig 08400 codifica para seis
exones, con ausencia de los primeros cuatro exones y isotig 32043_apo codifica para siete
exones con ausencia del primer y Gltimo exdn comparo con la secuencia genémica de AP2-
like de Setaria italica (Figura 48A). Las amplificaciones por PCR sobre el ADN gendmico,
empleando los los cebadores PnAP2LF y PnAP2LR, mostraron un fragmento monomorfico
de aproximadamente 680 pb, y otro polimérfico de 720 pb presente solo en el genotipo sexual
(Q4188), y en el grupo sexual (BS) (Figura 48B).
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AP2-Like Setaria italica
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Figura 48. Esquema de las estructuras génicas y patrones de amplificacién correspondientes
a PnAP2-like. A) Esquema de las estructuras a génicas hipotéticas para de los isotigs expresados en
los genotipos sexual y apomictico. B) Gel de agarosa al 2 % con bandas correspondiente a las
amplificaciones de los isotigs sobre ADN gendmico. La flecha roja indica la banda polimérfica presente
en el genotipo Q4188 y ausente en el progenitor apomictico (Q4117), que mantuvo su polimorfismo
entre los grupos apo (BA) y sex (BS). MM: marcador molecular, Q4188: madre sexual, Q4117: padre
apomictico, BS: grupo/ bulk sexual, BA: grupo/ bulk apomictico.

A fin de evaluar el posible ligamiento del alelo polimérfico obtenido en el andlisis de
segregantes en grupos, se realiz6 la amplificacion de la secuencia PnAP2-like sobre ADN
gendmico de los individuos parentales (Q4188 y Q4117) y 28 individuos F1 (18 sexuales y 10
apomicticos) derivados del cruzamiento (Q4188 x Q4117), empleando los mismos cebadores
descriptos anteriormente. Los resultados mostraron la presencia de la banda polimorfica en
15 de los 28 individuos F1 empleados. Del total de 18 individuos sexuales, 13 presentaron el
marcador y cinco no, mientras que de los 10 individuos apomicticos solo dos amplificaron el
marcador (Figura 49). Para determinar la posible asociacion del polimosfismo con el modo de
reproduccion, se determind la relacion de segregacion (presencia:ausencia) del fragmento
polimorfico (marcador) en los individuos F1, como derivado de un locus heterocigota uniplexo
(Aaaa), segregando de organismo tetraploide en caso de herencia disémica o polisémica
mediante una prueba de Chi cuadrado (x?). Los valores 13:15 (presencia:ausencia) ajustaron
a una relacién de segregacion 1:1 con un valor x>= 0,14286 y un p-valor = 0,7055, para un

tipo de marcador ADS (alelo de dosis simple). Para determinar si el marcador segrega de
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manera independiente o ligado al modo reproductivo, nuevamente se realizé una prueba de
Chi-cuadrado (x?), contrastando los valores de segregacion observados, con los valores
esperados para una segregacion independientemente de dos loci en una poblacion
segregante del tipo pseudo-retrocruza (psudo-testcross). La prueba de cosegregacién mostré
un valor de x%4:-2= 9,429 que no ajustd a una segregacion independiente (p = 0,020) y el
valor de recombinacion resulté igual a r = 0,25 (7/28). Estos resultados indican que el
marcador polimérfico de PnAP2-like segrega ligado a la sexualidad.

& W

MM 0?‘\ &'\
.o xS * ; Figura 49. Geles de agarosa al 2
% mostrando la amplificacion de

prge—— - ‘ = WS - e W e PpAP2-like, empleando  los

F, Sexuales F, Apomicticas

~ cebadores PnAP2LF y
e : < ) . PnAP2LR, sobre los genotipos
parentales y 28 individuos de la
poblacibn segregante (18 F1
sexuales y 10 F1 apomicticas).
Los asteriscos rojos indican la
presencia del marcador
polimorfico.
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Con el fin de corroborar la identidad de los fragmentos amplificados, se aislaron del
gel de agarosa las bandas amplificadas en los dos genotipos Q4188 (sexual) y Q4117
(apomictico). Posteriormente se clonaron en el vector de clonado pGEM®-T easy y se
transformaron, con dicho vector, bacterias de E. coli DH5-Alpha. Luego de la purificacion de
los plasmidos, se corrobor6 la presencia de los fragméntenos de interés mediante PCR,
empleando los mismos cebadores utilizados en el andlisis de ligamiento (PnAP2LF y
PnAP2LR) (Figura 50). La secuenciacion de los insertos se realizd en Macrogen, Corea. (ver
seccion 111.8 de Materiales y Métodos).
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Figura 50. Gel de agarosa al 2 % mostrando la amplificacion de control de clonado de los
fragmentos PnAP2-like provenientes de Q4188 y Q4117, empleando los cebadores PnAP2LF vy
PnAP2LR desde ADN plasmidico trasformado.

El analisis de las secuencias obtenidas mostrd la presencia de dos secuencias
consenso con una elevada similitud entre ellas, una de 680 pb proveniente del genotipo sexual
(Q4188) a la que nombramos como PnAP2L Q4188 SEX, y otra secuencia de 678 pb
proveniente del genotipo apomictico (Q4117) a la que llamamos como PnAP2L_ Q4117 _APO
(Ver seccidn Secuencias del Anexo). A fin de corroborar la identidad de las secuencias
clonadas se realizaron busquedas BLASTN en las bases de datos sexual y apomictica del
transcriptoma floral de P. notatum. Las secuencias sexuales mostraron homologia con cuatros
sitios (% ldentidad = 100 e-value < 0,12 y bit score > 38,2) que se corresponden con el isotig
08400_sex de la base sexual (Tabla 37). Resultados similares se obtuvieron para las
secuencias apomicticas, observandose cuatro sitios altamente similares (% ldentidad = 100
e-value < 0,11 y bit score > 38,2) con el isotig 32043 _apo (Tabla 38). Los cuatro sitios
homdlogos a las secuencias de los isotigs 08400_sex y 32043 _apo son coincidentes con las
secuencias exonicas incluidas en el fragmento amplificado (Figura 51A). La banda polimérfica
de 750 pb, posiblemente correspondiente al alelo 08399 no se detecté dentro de las
secuencias clonadas, probablemente a su menor representacion en la amplificacion.

Tabla 37. Resultados de busquedas BLASTN en la base de datos sexual (C4-4X) del
transcriptoma floral de P. notatum para la secuencia PnAP2L_Q4188 SEX.

Subject Identidad Alineamiento
Query (isotig) (%) (bases) e-value Score
100 95 26 383
100 83 76 165
PnAP2L_Q4188_SEX Isotig 08400
100 46 8e ! 91,7
100 19 0,11 38,2
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Tabla 38. Resultados de busquedas BLASTN en la base de datos sexual (Q4117) del
transcriptoma floral de P. notatum para la secuencia PnAP2L_Q4117 APO.

Quer Subject Identidad Alineamiento e-value Score
y (isotig) (%) (bases)
100 95 5e 188
100 83 ge ™ 165
PNAP2L_Q4117_APO | 30043 B
100 46 %e- 91,7
100 19 0,12 38,2

Posteriormente las secuencias PnAP2L_Q4188 SEX y PnAP2L_Q4117_APO se
utilizaron como consulta en andlisis de BLASTN en la base de datos del NCBI. Las busquedas
realizadas revelaron que tanto PnNAP2L_Q4188 SEX como PnAP2L_Q4117_APO presentan
homologia con AP2-like ethylene-responsive transcription factor TOE3 de Setaria italica
(XM_004976979.3, % Identidad: 100%, e-value: 3e*°), con APETALA-like protein 5 de Setaria
viridis (XM_034749248.1, % Identidad: 98,96%, e-value: 1e?%"), y con AP2-like ethylene-
responsive transcription factor TOE3 de Panicum halli (XM_025968714.1, % ldentidad:
96,84%, e-value: 6e3°) (Tabla 39). Estos resultados indican que los fragmentos
PnAP2L Q4188 SEX y PnAP2L Q4117 APO (PnAP2-like) corresponden a un miembro de
la subfamilia AP2-like de P. notatum expresados en el transcriptoma floral que se asocia a la

reproduccion sexual.

Tabla 39. Andlisis de similitud de secuencias (BLASTN) para PnAP2L_Q4188_SEX vy
PnAP2L_Q4117_APO

- o %
Accesion Descripcion Cob e-value  %ldent.

Setaria italica AP2-like ethylene-responsive

transcription factor TOE3 % Stk e

XM_004976979.3

XM_034749248.1 Setaria viridis APETALA2-like protein 5 39 le-37 98,96

Panicum hallii AP2-like ethylene-responsive

NLIVASRIS I ot transcription factor TOE3

38 6e-35 96,84

IV.4.2.1.1- Andlisis de expresion de genes PnAP2-like en tejido floral

Para identificar si alguno de los transcriptos similares a los genes AP2-like presenta
una representacion diferencial entre el desarrollo reproductivo sexual y apomictico, se
extrajeron los datos de expresion in silico desde la Tabla 6 del material suplementario de Ortiz
et al., 2017. Ninguno de los cinco transcriptos mostr6 una representacion diferencial

significativa entre los transcriptomas de C4-4x (sexual) y Q4117 (apomictico) (FDR > 0,05y
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p- values > 0,05) (Tabla 40). Cabe resaltar que la mayoria de estos transcriptos, y en especial
los isotigs 06879 y 06878 detectados como los més similares a APL25 (Oryza sativa) y SIAP2-
like (Setaria italica) (Ver Figura 47), mostraron una expresion baja en ambos transcriptomas

(namero de lecturas 1-29) como es de esperar para factores de transcripcion de este tipo.

Tabla 40. Datos de expresion in silico de los transcriptos detectados como similares a genes
AP2-like, tomados del Ortiz et al. (2017) (Material suplementario Tabla 6),

Isotigs Isfaosr;n : ISZ?sT " | Lectura | Lectura |\ o | oocom | pvaie | FDR
base global e sexual en APO | en SEX
isotig06879 | i0tig08400 | isotig32043 | 5 1 -0,95075 | 2,32670 1 1
isotig06878 | 1S0tig08399 - 2 5 1,23530 | 2,97735 | 045320 | 0,94141
isotig31692 | 1S0tig10774 | isotig12508 | ,q 27 | -0,13876 | 542633 | 0,89400 1
isotig23310 | S0tig06560 | isotig22288 | 5 19 | -0,17956 | 4,97892 | 0,87475 1
isotig23311 | S0tig06559 - 1 1 -0,03226 | 2,10392 1 1

Con el propdsito de validar in vivo la expresion de PnAP2-like (isotigs 08399 sex,
08400 _sex y 32043 _apo) durante el desarrollo reproductivo de P. notatum, se realizaron
amplificaciones de PCR sobre ADNc obtenido a partir del ARNm de espiguillas de los
genotipos Q4188 y Q4117 en los estadios de meiosis y antesis. Los cebadores empleados
en este analisis fueron los mismos utilizados para el analisis de ligamiento (Tabla 36). Los
productos de amplificacién se resolvieron en geles de agarosa al 2%, donde se observé la
presencia de dos transcriptos de 700 y 280 pb, respectivamente, en ambos genotipos y

estados reproductivos (Figura 51).

Meiosis Antesis

MM Q4188 Q4117 Q4188 Q4117 Figura 51. Gel de agarosa al 2%

. mostrando  los  productos de la
: amplificacion de cDNA de los isotigs

233 . 08399 sex, 08400 _sex y 32043_apo
300—' o (PnAP2-like) empleando los cebadores

PnAP2LF y PnAP2LR sobre ADNc en los
estadios de antesis y meiosis de Q4188 y
Q4117.
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Estos resultados confirman la expresion de PnAP2-like, representante de la familia
AP2, durante los estadios de meiosis y antesis en los genotipos Q4188 (sexual) y Q4117
(apomictico). La presencia de dos bandas, podria indicar la existencia de variantes de splicing
gue involucran la pérdida de exones entre los sitios de apareamiento de los cebadores. Esto
altimo, sin embargo, deberd corroborarse experimentalmente mediante la utilizacion de

estrategias de amplificacion disefiadas para este fin.

IV.4.2.1.2- Identificacidén de posibles proteinas interactoras de AtAP2-like

Con el propésito de conocer las proteinas estrechamente relacionadas con proteinas
APETALAZ e identificar las posibles vias metabdlicas en las cuales participan, se seleccioné
la proteina AtAP2-like (Arabidospsis thaliana), homéloga a las proteinas predichas PnAP2-
like (ver seccion IV.4.2) para utilizarla como consulta en la base de datos STRING
(https://string-db.org/). El analisis de los interactores mostré solo una proteina relacionada,

determinada experimentalmente, con un valor intermedio-alto de confianza (0,400) (Figura
52).

- TPL

e Determinacién experimental

Figura 52. Representacién de la red de interacciones proteina-proteina de AtAP2-like
identificadas por la base de datos STRING (valor de confianza = 0,400).

La proteina identificada TPL, corresponde a TOPLESS, un miembro perteneciente a
la familia de proteinas GROUCHO (Gro)/Tupl, integrada por co-represores de la expresion
génica, reclutados por una gran variedad de factores de transcripcién de unién a ADN (Liu y
Karmarkar, 2008). Las proteinas de la familia TOPLESS también interactdan con proteinas
del tipo Aux/IAA, uniéndose a estas Ultimas para reprimir la accion de los factores de
transcripcion ARFs (Auxin Response Factors) (Szemenyei et al., 2008; Ito et al., 2016). Es
interesante destacar, que nuevamente las vias de sefializacién de auxinas estan presentes
en los procesos metabdlicos asociados al modo de reproduccion y a la apomixis en P.

notatum.
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IV.4.2.2- Busqueda de transcriptos similares a genes BBM con expresion diferencial
entre los transcriptomas sexual y apomictico de P. notatum

En base a los resultados obtenidos en la secciéon 1V.4.2, se comenzo6 con el estudio de
genes BABY BOOM pertenecientes al clado euANT, expresados durante el desarrollo
reproductivo de P. notatum. La seleccion de los transcriptos se realizé en base a las
busquedas BLASTX y BLASTP sobre el ensamblado global del transcriptoma del desarrollo
reproductivo (Ortiz et al., 2017) (Ver Tabla 34). A fin de determinar los niveles de expresion
de los transcriptos identificados, se tomaron los datos de la tabla de expresion reportada por
(Ortiz et al., 2017). Los mismos se muestran en la Tabla 41.

Tabla 41. Transcriptos similares a genes BBM, detectados en el ensamblado global de
desarrollo reproductivo de P. notatum. Los datos de expresion fueron tomados de Ortiz et al. (2017),
Material suplementario Tabla 6.

Isotigs OIS SOTEITITE Lectura | Lectura
base global ba§e_ base en APO | en SEX logFC | logCPM | p-value [ FDR
apomictica sexual
isotig19745 | isotig07752 | isotigl0031 22 19 -0,24629| 5,01155 (0,75547| 1
isotig07297 | 1Is0ig06736 0 1 -3,15390| 1,84048 1 1
isotigl7661
isotig07295 | Isotig06737 1 0 -3,18616| 1,84129 1 1
Isotig36244 | isotig04886 | Isotig04813 23 7 -1,73436| 4,61043 [0,00525]| 0,1

De los cuatro transcriptos analizados solo el isotig 36244, mostrd una representacion
posiblemente diferencial entre los transcriptomas de C4-4x (sexual) y Q4117 (apomictico) (p-
value: 0.005 y logFC > |-1,73|). Si bien el valor de la probabilidad corregida (FDR) resulto
mayor al limite considerado habitualmente (FDR < 0.05), al tratarse de factores de
transcripcién, que normalmente presentan bajos niveles de expresion, se consideré como
umbral el valor de p < 0,01. Este transcripto muestra una expresion 3,31 veces superior en la
base apomictica (Q4117) que en la base sexual (C4-4x) (Tabla 41). Dado que genes BBM
han sido asociados a la partenogénesis en genotipos apomicticos de Pennisetum spp.(Conner
et al., 2015; Vijverberg et al., 2019; Ozias-Akins y Conner, 2020) y a la embriogénesis
somatica en especies sexuales (Khanday et al., 2019), se renombré al isotig 36244 como
PnBBM1-like. Mediante busquedas BLASTN en los transcriptomas correspondientes se
determiné que el isotig 36244 es altamente similar (score = 2083, e-value = 0,0) al transcripto
isotig 04813_sex y el isotig 04886_apo (score = 2054, e-value = 0,0) (Tabla 41).
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IV.4.2.2.1- Aislamiento y analisis de cosegregacion de secuencias génicas BBM de P.
notatum.

Teniendo en cuenta los resultados presentados en la Tabla 41, se seleccionaron como
base de la secuencia codificante de PnBBM1-like a los transcriptos 04813 sex y 04886.
Dichos transcriptos corresponderian a productos del mismo gen expresados durante el
desarrollo reproductivo de C4-4x (isotig 04813) y de Q4117 (isotig 04886). En primer lugar y
con el objetivo de determinar la disposicién de las secuencias exdnicas se reconstruyeron las
estructuras génicas hipotéticas para cada transcripto utilizando como referencia la secuencia
gendmica del gen de arroz OsBBM3 (4325035). El alineamiento mostré que el isotig
04813_sex codifica para ocho exones, con ausencia del ultimo exén comparado con la
secuencia de Oryza, mientras que el isotig 04886_apo codifica para siete exones, con
ausencia del segundo y tercer exén presentes en arroz, y un exoén final adicional (Figura 53A).
Para corroborar la presencia de la secuencia genémica de PnBBM en P. notatum, y a su vez
determinar un posible ligamiento genético con el modo de reproduccién, se realizaron
experimentos de andlisis de segregantes en grupos (Michelmore et al., 1993) a partir de
amplificaciones por PCR del ADN gendémico de los individuos Q4188 (sexual) y Q4117
(apomictico), un grupo de sexual (BS) y uno apomictico (BA). Cada grupo representativo del
modo de reproduccion, estuvo integrado por 5 individuos Fi; de cada clase (sexuales y
apomicticos), derivados de la poblacién segregante (Q4188 x Q4117). Los cebadores

utilizados para la amplificacion de PnBBM muestran en la Tabla 42.

Tabla 42.- Cebadores disefiados para la amplificaciébn de las secuencias gendmicas
correspondientes del gen PnBBM homoélogos a genes BBM.

Cebador Secuencia (5’-3’)
PnBBMF GAACAAGAAGGGCAAGCAAG
PnBBMR ACCTCCCGTTGTGGTGGT

La amplificacién por PCR sobre el ADN gendmico de los genotipos parentales con los
cebadores PNnBBMF y PNnBBMR, mostré un fragmento monomorfico de aproximadamente 710
pb y dos bandas polimorficas, una presente en el genotipo sexual (Q4188) de
aproximadamente 800 pb y la otra presente en el genotipo apomictico (Q4117) de
aproximadamente 750 pb. Sin embargo, ambas bandas polimérficas no mostraron diferencias
entre los grupos sexual y apomictico, indicando una segregacion independientemente al

modo de reproduccion (Figura 53B).
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Figura 53. Estructuras génicas y patrones de amplificacion correspondientes a PnBBM
(isotigs04813 sex y 04886 _apo). A) Esquema de las estructuras a génicas hipotéticas para de los
isotigs. B) Gel de agarosa al 2 % mostrando los productos de amplificacion de PnBBM. La flecha azul
indica la banda polimérfica presente en el genotipo Q4188 y la roja la banda polimorfica especifica del
progenitor apomictico (Q4117). MM: marcador molecular, Q4188: madre sexual, Q4117: padre
apomictico, BS: grupo/ bulk sexual, BA: grupo/ bulk apomictico.

A fin de corroborar la segregacién independiente o detectar alguin grado de ligamiento
entre gen PNBBM y el caracter apomixis que pudo haber quedado enmascarada en el analisis
de grupos, se realiz6 la misma amplificacion descripta anteriormente sobre el ADN gendmico
de los individuos parentales (Q4188 y Q4117) y 20 individuos F1 (10 sexuales y 10
apomicticos) derivados del cruzamiento (Q4188 x Q4117). Los resultados de la amplificacion
se muestran en la Figura 54, donde se observa la presencia de la banda polimérfica
correspondiente al progenitor apomictico en 14 de los 20 individuos F1 empleados (7 sexuales
y 7 apomicticos). Para el analisis de ligamiento del marcador/banda con el modo reproductivo
apomictico, en lugar se determind la relacion de segregacion (presencia:ausencia) del
fragmento polimérfico (marcador) en los individuos F1 = como derivado de un locus
heterocigota uniplexo (Aaaa), segregando de organismo tetraploide en caso de herencia
disémica o polisémica mediante una prueba de Chi cuadrado (x?). El valor obtenido Chi =14:6
no ajustdé a una relacién de segregacion 1:1 (x?1.1= 4,2632 y p-valor = 0,03895).
Posteriormente, los valores de presencia:ausencia se contrastaron contra el modelo de alelos
en dosis doble, que presentan una relacién de segregacion 5:1 (Stein et al. 2004). En este
caso el valor de Chi x%s.1 = 2,546) ajusté al modelo indicando que se trataria de un locus en

dosis doble. Por otro lado, dado que del total de individuos que presentaron el marcador la
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mitad es de reproduccion sexual y la otra mitad de reproduccion apomictica, se desprende

que PnBBM segrega de manera independiente al modo de reproduccion.
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Figura 54. Gel de agarosa al 2 % mostrando la amplificacibon de PnBBM (isotigs 04813 sex
04886_apo), empleando los cebadores PNnBBMF y PnBBMR, sobre los genotipos parentales y 20
individuos de la poblacion segregante por el modo de reproduccion (10 Fi1 sexuales y 10 F:
apomicticas). Los asteriscos rojos indican la presencia del marcador polimorfico.

Estos resultados indican que transcriptos con similitud a los genes AP2 y BBM-like
estan expresados en el transcriptoma del desarrollo reproductivo de P. notatum. En el caso
del gen similar a AP2, se determiné que el mismo cosegrega con el modo reproductivo sexual
y que se expresan probablemente dos transcriptos. Los mismos podrian estar relacionados
con las vias de respuesta a auxinas actuantes durante el desarrollo reproductivo. En el caso
de BBM-like se detectaron dos transcriptos similares a genes BBM que muestran diferencias
estructurales entre los genotipos sexual y apomictico. En este caso, sin embargo, el gen

codificante segrega en forma independiente al modo de reproduccion.
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V- DISCUSION

V.1- Caracterizaciéon de la poblacion de mapeo tetraploide de P. notatum.

La clasificacion de los 50 individuos de la poblacién F; segregante por el modo
reproductivo proveniente del cruzamiento entre los genotipos Q4188 (tetraploide sexual) y
Q4117 (tetraploide apomictico), llevada a cabo a través de técnicas citoembriologicas y
moleculares, permitié corroborar el modo de reproduccion del material experimental y disefiar
los experimentos descriptos anteriormente. Tanto el marcador SPNA2 con el PPIAPO,
permitieron una clasificacion rapida del modo reproductivo de los individuos en estado
vegetativo, posteriormente corroborado mediante estudios citoembriolégicos. En este caso
ambos marcadores mostraron su capacidad para utilizarse rutinariamente en la clasificacion
de poblaciones grandes. En especial el fragmento de PCR generado por el marcador PPIAPO,
se presenta como el mas adecuado debido a que no requiere la utilizacion de geles de

poliacrilamida para su resolucion.

El analisis de segregacion del modo de reproduccion mostr6 una relacion de 3,5:1 de
plantas sexuales vs. apospéricas. Esta relaciébn de segregacién, que era esperada en esta
poblacion, se puede explicar por el modelo de herencia propuesto por Martinez et al., (2001),
observado repetidamente en poblaciones segregantes de P. notatum (Stein et al., 2004;
Acufia et al., 2009, 2011). Como se desarrollé en la introduccion, los autores postularon que
el caracter apomixis estaria controlado por un locus simple dominante que muestra distorsion
de la segregacion, posiblemente debida a una letalidad parcial asociada a las gametas que
llevan el/los factores determinantes de la aposporia o bien, a un efecto letal pleiotrépico con
penetrancia incompleta (Martinez et al., 2001). Distorsiones similares a favor de los individuos
sexuales fueron observadas en poblaciones segregantes de varias gramineas apomicticas,
sugiriendo que ésta es una caracteristica comun en varias especies (Ozias-Akins y van Dijk,
2007). Es importante destacar, que la distorsion observada en la transimison del caracter
apomixis debe ser considerada asimismo en el estudio de los genes localizados en el ACL.
Por lo tanto, la disponibilidad de la poblacion Fi, clasificada segun su modo reproductivo,
permiti6 determinar el ligamiento genético entre los genes candidatos, posiblemente

implicados en el caracter apomixis, y el ACL como se describira mas adelante.
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V.2- Analisis de genes con repeticiones Anquirina (ANK) expresados durante el
desarrollo reproductivo de P. notatum

Como se desarroll6 previamente en la introduccion, estudios de mapeo comparativo
permitieron conocer relaciones sinténicas entre marcadores ligados a la apomixis, en especies
de P. notatum, y el mapa genético de arroz. Utilizando sondas heterélogas Pupilli et al., (2001)
identificaron un conjunto de marcadores posicionados en la regién distal del brazo largo del
cromosoma 12 de arroz, que segregaron estrictamente ligados a la apomixis en P. simplex y
P. malacophyllum (Hosjgaard et al., 2011). Resultados similares se obtuvieron en P. notatum,
donde se detect6 sintenia del ACL con los cromosomas 12 y 2 de arroz, asi como con los
cromosomas 3y 5 de maiz (Martinez et al., 2003; Pupilli et al., 2004; Podio et al., 2012a). En
todas estas especies, el ACL se encuentra delimitado por los marcadores C996A y C1069, lo
cual restringe la regién a unos 5,8 cM del mapa genético de arroz que corresponde a una
distancia fisica de alrededor de 1.062 kb. Esta regién gendmica de Paspalum probablemente
incluya los determinantes genéticos de la reproduccidon apomictica. Considerando que la
apomixis podria haber surgido a partir de la desregulaciéon de los genes implicados en la
reproduccion sexual, los genes localizados en estas regiones de arroz podrian estar
relacionados con el modo reproductivo. El analisis de las secuencias génicas presentes en el
segmento de arroz sinténico al ACL mostré anotaciones posiblemente relacionadas al modo
de reproduccion. Entre ellas se encuentra el LOC_0s12g40770 codificante para una proteina
miembro de la superfamilia ANK (ANKYRIN) (Hojsgaard et al., 2011), especificamente a la
subfamilia ANK-TPR (Huang et al., 2009).

La superfamilia de genes ANK (ANKYRIN) es una de las mas extensas y se encuentra
presente en todas las especies. Las proteinas ANK reportadas en plantas se clasifican en 13
subfamilias basadas en diferentes dominios acompafantes, identificados a través de
numerosos estudios de estructura de genoma y perfiles de expresion de genes. En las plantas,
este tipo de proteinas generalmente esta involucrada en procesos fisioldgicos y del desarrollo
como: la sefalizacion y el crecimiento (Yuan et al., 2013), la diferenciacién de plastidos
(Garcion et al., 2006), la embriogénesis (Albert et al., 1999), la biogénesis de cloroplastos
(Bae et al., 2008), la formacion de grana (Cui et al., 2011), la morfogénesis foliar (Ha et al.,
2004), la germinacion del polen y el crecimiento polarizado del tubo polinico (Huang et al.,
2006, 2007). Asimismo, proteinas con repeticiones ANK fueron asociadas al desarrollo floral
en arroz (Huang et al., 2009). La subfamilia ANK-TPR presenta genes duplicados en tandem,
lo que explica la cantidad de miembros de esta subfamilia. Dado que los miembros de ANK-
TPR (22 miembros) en arroz son mucho més que los presentes en la misma subfamilia de
Arabidopsis (solo un miembro) (Becerra et al., 2004), maiz (dos miembros) (Jiang et al., 2013)

y tomate (cuatro miembros) (Yuan et al., 2013), se supone que la familia ANK-TPR en esta
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especie podria haber surgido de mdltiples eventos de duplicacion para ganar miembros
durante el proceso de evolucion (Huang et al., 2009). La mayoria de las proteinas que
contienen motivos TPR estan asociadas con complejos multiproteicos. Ademas, existe amplia
evidencia que indica que los motivos TPR son importantes para el funcionamiento de los
complejos de chaperonas, ciclo celular, transcripcion y transporte de proteinas (Blatch y
Lassle, 1999).

En este trabajo de Tesis se identificaron cuatro miembros de la subfamilia ANK-TPR
expresados durante el desarrollo reproductivo, denominados PnANK-TPR1 (isotig 19073),
PnANK-TPR2 (isotig 32130), PNANK-TPR3 (isotig 32953) y PNANK-TPR4 (isotig 35667). Este
namero se relaciona con el de los miembros de dicha subfamilia identificados en Arabidopsis,
maiz y tomate (Becerra et al., 2004; Jiang et al., 2013; Yuang et al., 2013). El andlisis de las
proteinas predichas de las cuatro secuencias aisladas confirmé la presencia de los dominios
ANKy TPR. Los analisis filogenéticos realizados incluyendo las 22 secuencias proteicas ANK-
TPR de arroz (Huang et al., 2009), las dos de maiz (Jiang et al., 2013) y el Unico miembro de
Arabidopsis (Becerra et al.,, 2004), indicaron que las proteinas PnANK-TPR estan
estrechamente relacionados con los miembros ANK-TPR de dichas especies. La proteina
PnANK-TPR2 agrupo con uno de los miembros de maiz (ZmANK61) y con el Unico miembro
ANK-TPR de Arabidopsis (At3G04710), indicando su ortologia con estos. Curiosamente,
PnANK-TPR3 y PnANK-TPR4 agruparon con la proteina codificada por LOC_0s12g40770
posicionado en la regién del cromosoma 12 de arroz sinténica al ACL de P. notatum y con su
paralogos LOC_0s12g40780, surgido probablemente por duplicacién en tAandem (Huang et
al., 2009). Estos ultimos resultados coincidieron con la identificacién de los transcriptos
similares al LOC_0s12g40770 en el transcriptoma sexual y apomictico, respectivamente:
PnANK-TPR3 presenta dos variantes alélicas (isotigs 11445 apo y 11446 _apo) expresadas
durante el desarrollo reproductivo apomictico, y un alelo (Isotig 17384 _sex) expresado durante
el desarrollo sexual, mientras que PnANK-TPR4 esta representado por un alelo (isotig

20570_sex) solo expresado durante el durante el desarrollo sexual de P. notatum.

Aunque no se pudo determinar in vivo el ligamiento genético de los genes PnANK-TPR
con el ACL, se localizé una secuencia altamente similar a PnANK-TPR3 en el mismo
ensamblado (utg001669I) en el que mapea la sonda heter6loga C1069 (uno de los
marcadores de la region del cromosoma 12 de arroz sinténica al ACL) que cosegrega
estrictamente con la apomixis en la especie (Ortiz et al., 2013). Este resultado muestra la
existencia de microcolinealidad en este segmento entre arroz y P. notatum. Ademas, vale
destacar que tanto las secuencias de PNANK-TPR3 y PNANK-TPR4 mapearon en la region
del cromosoma 12 de arroz sinténica al ACL confirmado la sintenia entre estas regiones

gendmicas detectadas previamente en Paspalum (Pupilli et al., 2001; Martinez et al., 2003;
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Pupilli et al., 2004; Stein et al., 2007; Hojsgaard et al., 2011; Podio et al., 2012; Ortiz et al.,
2013) y Brachiaria brizantha (Pessino et al., 1998).

Los estudios de gRT-PCR de los genes PnANK-TPR en diferentes estadios del
desarrollo permitieron asociar la expresion diferencial de uno de estos (PNANK-TPR3) con el
modo de reproduccion. Se caracterizo la expresion de los mismos en tejidos reproductivos de
genotipos apomicticos y sexuales. Especificamente, PnANK-TPR3 mostré diferencias
significativas de expresién relativa entre el genotipo sexual y el apomictico durante los
estadios de meiosis y antesis. Los resultados para el estadio de meiosis se repitieron en seis
individuos (tres sexuales y tres apomicticos) de la poblacion F; (Q4188 x Q4117). El estadio
de “meiosis” es un momento clave de la reproduccion apomictica dado que, a partir de este
momento, una o mas células de la nucela, cercanas a la MMC, se diferencian como iniciales
de la aposporia (Al) para posteriormente dar origen al saco embrionario apospérico. En
contraste, en la reproduccion sexual la CMM sufre meiosis para dar origen a cuatro células,
tres de estas degeneran y una toma identidad de megaspora funcional (Laspina et al., 2008;
Ortiz et al., 2013). Los resultados presentados en este trabajo indican que PnANK-TPR3 esta
regulado negativamente al momento de la meiosis en los individuos apospadricos analizados.
Sumado a esto, PNANK-TPR3 mostré muy bajos niveles de expresion en tejido somatico (hoja
y raiz). Resultados similares fueron reportados por Huang et al., (2009) para seis genes ANK
de arroz miembros de la subfamilia ANK-TPR, los mismos presentaron niveles elevados de
expresion en tejidos reproductivos comparado con tejidos vegetativos. Cinco de estos
mostraron la mayor expresidn en paniculas en desarrollo y el sexto tuvo niveles de expresion
elevados en panicula y endosperma. En maiz, experimentos de RT-PCR para el gen
ZmANK?7, similar a PnNANK-TPR3, no detectaron expresiéon en hoja y tallo, y mostraron sefial
de expresién muy leve en raiz (Jiang et al., 2013). Sin embargo, mediante datos de secuencias
expresadas (ESTs) Jiang et al., (2013) detectaron sefal especifica de expresion del gen
ZmMANKY7 en endosperma. Estos antecedentes, sumado a los resultados obtenidos, avalan la
hipétesis de que el gen PNANK-TPRS3 tendria una funcién especifica en tejido reproductivo,

asociados con el modo de reproduccion.

Curiosamente, Jeon et al., (2015) evaluaron mutantes de T-DNA en arroz (Jeon et al.,
2000) revelando que dos alelos mutantes de dos genes (LOC _0Os01g07640 vy
LOC_0s05g01310), miembros de la subfamilia ANK-TPR similares a la proteina de
Arabidopsis AtTPR10 (Prasad et al., 2010), no produjeron descendencia homocigota en la
siguiente generacion. Los fenotipos letales probablemente sugieren un papel crucial de estos
genes ANK en el crecimiento y desarrollo del embridon de arroz. Es relevante destacar que
PnANK-TPR2 es muy similar a LOC_0s05g01310 y a AtTPR10. Aunque no hay estudios

realizados en mutantes de AtTPR10, se cree que la proteina codificada por dicho gen
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funcionaria también como chaperona molecular para proteger a las plantas de diversos

estreses abidticos (Paeng et al., 2020).

Una linea de investigacion interesante se deriva de los estudios de interacciéon
proteina-proteina con miembros de la familia ANK-TPR. Uno de los interactores detectados
corresponde a una kinesina. Las kinesinas son una superfamilia de proteinas motoras de
microtubulos (MT) presente en todos los organismos eucariotas que participan en una lista
extensa y diversa de funciones celulares esenciales, que incluyen mitosis, citocinesis,
polarizaciéon celular, alargamiento celular, desarrollo flagelar, transporte intracelular y
morfogénesis (Shen et al., 2012). Las kinesinas se clasifican segun la homologia de secuencia
en sus dominios motores, clasificandose en 14 subfamilias (Lawrence et al., 2004). Una de
las proteinas detectadas como interactora directa de OsANK-TPR (LOC_0s12g40770) es una
proteina kinesina codificada por Os04g0666900, miembro de la subfamilia kinesinas-14. Esta
proteina es especifica de plantas y se denomina proteina de uniéon a calmodulina (KCBP)
(Richardson et al., 2006). En arroz, al igual que en Arabidopsis, existe un solo miembro del
tipo de proteinas KCBP codificado por el locus LOC_0Os04g57140/0s04g0666900,
coincidentemente es el detectado en la red de interacciones proteina-proteina. Estudios
detallados en A. thaliana y otros organismos indican que la KCBP funciona en la organizacion/
estabilidad de las proteinas metalotioneinas (MTs) en células mitéticas y en la interfase, en
consecuencia, en la morfogénesis celular (Oppenheimer et al., 1997; Reddy y Day, 2000; Vos
et al., 2000; Preuss et al., 2003). Interesantemente, en P. notatum Pessino et al., (2001),
mediante un estudio de differntial display, detectaron tres fragmentos expresados en el
genotipo apomictico Q4117, correspondientes a un fragmento conteniendo el dominio
repetitivo KSP de una proteina Kinesina de Caernohabditis elegans. Estos antecedentes
indicarian que la regulacion negativa de PnANK-TPR3, ortélogo a OsANK-TPR
(LOC_0s12g40770), podria formar parte de una cascada de sefializacion involucrada en la
determinacion del destino de las células de la nucela y su posible canalizacién hacia la

gametogénesis.
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V.3- Andlisis de genes de respuesta temprana a auxina (Aux/IAA) expresados durante
el desarrollo reproductivo de P. notatum

De acuerdo a lo descripto en la introduccién, una de las secuencias identificadas en la
region del cromosoma 12 de arroz sintenica con el ACL de P. notatum, pertenece a un gen
(LOC_0s12g40890; OslAA30), codificante para una proteina de respuesta temprana a

auxina, miembro de la familia génica Aux/IAA (Hojgaard et al., 2011).

El acido indol acético (IAA) es una fitohormona de la familia de las auxinas que regula
varios procesos durante el crecimiento y desarrollo de las plantas que incluyen entre otros la
dominancia apical, la respuesta gravitropica, la embriogénesis y organogénesis, la
diferenciacién vascular, la iniciacion del eje radicular y raices laterales, y el alargamiento del
brote (De Smet y Jirgens, 2007; Ljung, 2013). Se sabe que los cambios espaciales y
temporales en los niveles de auxinas desencadenan la reprogramacioén de genes que se
activan, en respuesta a esta hormona, en tejidos especificos y que requieren de la accién de
los denominados genes de respuesta temprana. Estos Ultimos son los mediadores entre los
niveles intracelulares de auxina y los genes blanco. Entre estos genes, los miembros de la
familia Aux/IAA (AUXIN/INDOLEACETIC ACID), han sido caracterizados como proteinas
nucleares de vida corta que desempefian un papel crucial en la represion de los niveles de
expresion de genes activados por las proteinas ARFs (Auxin Response Factors) (Abel et al.,
1994; Dreher et al., 2006). Las proteinas Aux/IAA interactlan entre siy con las proteinas ARFs
mediante los dominios C-terminales lll y IV, respectivamente (Guilfoyle, 2015). Los genes
Aux/IAA estan presentes como familias multigénicas y son exclusivos de plantas (Reed,
2001).

En el presente trabajo de tesis se detectaron 23 transcriptos expresados durante el
desarrollo reproductivo de P. notatum cuyas proteinas predichas resultaron altamente
similares a 19 de los 31 miembros de la familia Aux/IAA de Oryza sativa (Jain et al., 2006). El
andlisis de los dominios de las 23 proteinas identificadas confirmé que todas ellas estan
estructuralmente relacionadas con las proteinas de la familia. EI nGmero de miembros
detectados en el transcriptoma floral indica que la familia Aux/IAA es relativamente extensa
en P. notatum, al igual que en las especies mencionadas previamente, con un nimero de
miembros cercano a los de Sorghum bicolor (26) (Wang et al., 210), Citrus (26) (Xie et al.,
2015), Eucalyptus grandis (26) (Yu et al., 2015), Solanum lycopersicum (26) (Audran-
Delalande et al., 2012), Solanum tuberosum (26) (Wu et al., 2012) y Vitis vinifera (26) (Cakir
et al., 2013). Los andlisis filogenéticos realizados incluyendo las 31 secuencias proteicas
Aux/IAA de arroz (Jain et al., 2006) y las 23 de P. notatum, mostraron al menos tres proteinas

(codificadas por los isotigs 33023, 22208 y 22209) asociadas a la proteina de arroz OsIAA30,
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mientras que las otras 20 agruparon con 21 proteinas de arroz formando 13 grupos bien
diferenciados e indicando la presencia de los posibles genes ort6logos entre ambas especies.
Estudios de expresion por qRT-PCR de los genes OslAA en tejidos soméaticos y reproductivos
en arroz mostraron una alta complejidad en los patrones de expresion, siendo en algunos
casos tejido-especificos, lo cual indica que algunos miembros podrian realizar funciones
definidas durante el desarrollo o crecimiento y otros actuar de forma redundante (Jaing et al.,
2006). Debido a la cercania filogenética entre P. notatum y arroz, es posible suponer que los
transcriptos Aux/IAA detectados en el transcriptoma floral presenten similares patrones de
expresion a los reportados en arroz, y probablemente puedan exhibir una conservacion

funcional en ambas especies.

Los transcriptos similares a LOC_0s12g40890 (OsIAA30) identificados en el
transcriptoma del desarrollo reproductivo de P. notatum, correspondieron con el transcripto
33023 del ensamblado global. El isotig 33023 se encuentra representado por el isotig 18298
expresado durante el desarrollo sexual, y el isotig 21112 expresado durante el desarrollo
apomictico. Ambos transcriptos resultaron altamente similares. El alineamiento de las
secuencias proteicas codificadas por estos transcriptos y OsIAA30 mostré una conservacion
cercana al 100 % de los dominios |, Il, lll y IV. El andlisis filogenético en el que ademas se
incluyeron otras proteinas de P. notatum identificadas como similares a OsIAA30, mostro la
formacion de un grupo bien definido entre los isotigs 18298 sex y 21112 apo y OsIAA30.
Estos resultados indican que ambos transcriptos derivarian del gen denominado PnlAA30,
gue corresponderia al gen ortélogo de OsIAA30. El alto grado de conservacion de los dominios
proteicos entre OSIAA30 y PnlAA30 sugiere que su funcion estaria conservada en ambas

especies.

En base a la poblacion F1 segregante por el modo reproductivo se determiné que una
forma alélica de PnlAA30 se encuentra genéticamente ligada al ACL a una distancia de
recombinacion aproximada de r = 0.30. Si bien en este experimento no pudo determinarse un
ligamiento completo del alelo segregante con el ACL, la presencia de este marcador
probablemente se deba a un gen paralogo, resultado de una duplicacién reciente en las
cercanias del ACL en la especie. Este resultado es coincidente con trabajos previos como por
ejemplo el reportado por Felitti et al., (2011), en el cual un fragmento diferencialmente
expresado entre flores apomicticas y sexuales previo a la meiosis, denominado N20, fue
localizado a 20 cM del ACL. La extension de este fragmento mostré una gran similitud con el
gen LORELEY, que esta asociado a la entrega de gametos masculinos a la célula de huevo

durante la doble fecundacion en Arabidopsis (Felitti et al., 2011).
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El mapeo in silico de la secuencia de PnlAA30 sobre el borrador del genoma diploide
de P. notatum. mostré que una secuencia altamente similar se posiciona en el supercontig
utg001669I. Dicho ensamblado contiene ademas una secuencia similar a la sonda heterdloga
C1069, que mapea 100% ligada ACL en varias especies del género (Ortiz et al., 2013).
Sumado a esto, en este trabajo de tesis se determind que el gen PNANK-TPRS3, ort6logo a
otro de los genes de arroz localizado en la regién sinténica al ACL, también se ubica en dicho
ensamblado. Esos resultados marcan una evidencia consistente de que un gen ortélogo a
OslAA30 (PnlAA30) estéa efectivamente localizado en el ACL y que la disposicién génica en
esta region en P. notatum es colineal con la regién del cromosoma 12 de arroz. Este resultado

tiene gran relevancia desde el punto de vista de la estructura génica del ACL.

Los estudios de expresion de PnlAA30 en diferentes estadios del desarrollo
permitieron determinar una regulacion diferente de acuerdo al modo de reproduccién.
Especificamente, PnIAA30 mostré diferencias significativas de expresion relativa entre el
genotipo sexual y el apomictico durante el estadio de antesis, con una mayor expresion en el
genotipo sexual. Las diferencias de expresion de PnIAA30 observadas en antesis se repitieron
en cinco individuos (tres sexuales y dos apomicticos) de la poblacion F; (Q4188 x Q4117). Por
otra parte, se observé que la expresion de PnlIAA30 se asocia negativamente con el grado de
expresividad de la aposporia. Resultados similares fueron reportados por Siena et al., (2014)
para el gen PnTgsl-like en P. notatum, donde observaron una correlacion negativa de la
expresion del gen con el grado de expresividad de la aposporia. Estos resultados avalan la
teoria del surgimiento de la apomixis como una desregulacion en la expresion de los genes
involucrados en la via canodnica sexual (Koltunow y Grossniklaus, 2003). Por otro lado,
mediante experimentos RT-PCR se determindé que PnlAA30 presenta mayor expresion
durante la embriogénesis en el genotipo sexual respecto del apomictico. Estos resultados son
de gran relevancia ya que existen diferencias en el proceso de formacion del embrién por
sexualidad o apomixis. En la reproduccién sexual los nlcleos espermaticos ingresan al saco
embrionario a través de una de las sinérgidas y uno de ellos se fusiona con la célula huevo
(n) para dar origen al cigoto (2n), a partir del cual desarrollara el embrién. En contraste, en la
aposporia el embrién se desarrolla por partenogénesis en ausencia de la fertilizacion de la
célula huevo. La disminucién de la expresion de uno de los genes de la familia de respuesta
temprana a auxina como el PnlAA30, indica que varios de los factores de transcripcién que
interactian con él, quedan libres para inducir la transcripcion de los genes blanco. Este
mecanismo podria estar relacionado con la partenogénesis del embrion durante la formacion
de las semillas apomicticas. Khanday et al., (2019), demostraron recientemente que la sobre-
regulacion de las auxinas, esta estrechamente relacionada a la induccién de la embriogénesis

somatica en arroz. Sin embargo, esta hipotesis debera ser contrastada experimentalmente.
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Por otro lado, se detectd una expresion similar y relativamente baja de PnlAA30 en las hojas,
tanto del genotipo sexual como el apomictico, lo cual sugiere que este gen jugaria un papel
especifico durante el desarrollo reproductivo tal como se ha propuesto para varios genes

miembros de la familia (Radoeva et al., 2014).

Sumado a los estudios de expresidn expuestos anteriormente, los experimentos de
hibridacion in situ de tejidos con fragmentos del gen PnIAA30 revelaron un patron de expresion
espacial contrastante entre plantas sexuales y apomicticas en los estadios de premeiosis/
meiosis y antesis. En el genotipo sexual, la hebra sentido se expresa con una marcada
intensidad en células de la nucela que rodean a la célula madre de la megaspora (CMM), y
en parte de los tegumentos del 6vulo, pero no se detectd6 ARNm en la CMM. En el genotipo
apomictico, se observé expresion en gran parte de la nucela, parte de los tegumentos del
ovulo y particularmente, contrastante con lo observado en el genotipo sexual, se detecté
expresion en la CMM. Esta expresion localizada, podria estar relacionada con una diferente
regulacién de los destinos celulares. Mientras en el genotipo sexual la CMM mantiene su
respuesta a auxinas y puede dividirse para formar las megasporas reducidas, en el genotipo
apomictico la expresion de PnlAA30 podria estar retrasando la entrada a la meiosis. En un
trabajo reciente Soliman et al., (2019), demostraron que la entrada a la meiosis femenina en
los ovarios de los individuos apomicticos esta retrasada con relacion a los sexuales en
Paspalum rufum. Los resultados de la hibridacion in situ en el estadio de antesis con la hebra
antisentido, coincidieron con los resultados de expresion por qRT-PCR. El transcripto
codificante se expresa de manera contrastante entre los genotipos sexual y apomictico. En el
genotipo sexual se expresa con una evidente intensidad en las células de la nucela y aparato
oosférico, y una leve expresion en nlcleos polares y células antipodales del 6vulo. Esto podria
estar relacionado con un estado de reposo de toda la estructura del gametofito en espera de
la fertilizacion de la célula huevo y los nucleos polares. En cambio, en el genotipo apomictico
no se detectd expresion significativa en ninguna de las estructuras observadas (células de la
nucela, aparato oosférico, y nucleos polares). Esto indicaria que estos tejidos podrian
responder de manera diferente a la accién de las auxinas y, en consecuencia, estar bajo un

control diferente al observado en los ovarios sexuales.

En los individuos apospdéricos, varias células sométicas nucelares se vuelven sensibles
a sefiales aun desconocidas que inducen la adquisicién de un destino gametofitico, pero sin
determinar la entrada a la meiosis. Por lo tanto, se vuelven capaces de dividirse y formar un
megagametofito funcional mitéticamente, integrado por células no reducidas (Hand y
Koltunow, 2014). En Arabidopsis se informé que las proteinas ARGONAUTA 9 (AGQO9) y RNA-
DEPENDENT RNA POLYMERASE 6 (RDR6) controlan la especificidad de los
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megasporocitos y la formacion de gametas femeninas a través del silenciamiento de ARN
pequeiio (SRNA) dependiente de AGO9. Las mutaciones en AGO9 y RDR6 conducen a la
diferenciacion de multiples CMM capaces de iniciar la gametogénesis (Olmedo-Monfil et al.,
2010). Un estudio reciente mostré que la proteina TRANSCRIPTION EXPORT1 (TEX1) evita
que las células sométicas experimenten la formacion de CMM en forma autbnoma a través de
la restriccion de la expresion del FACTOR DE RESPUESTA AUXIN 3 (ARF3), mediada por
Trans-Acting Small interfering RNA 3 (TAS3). Ademas, se observo que una mutacion en TEX1
conduce a la formacion de mdultiples CMM (Su et al., 2017). Interesantemente, como se ha
descripto previamente, el candidato PnlAA30 parece estar activo en la CMM del genotipo
apomictico y se expresa fuertemente en la nucela de plantas sexuales. PnlAA30 resulté ser
el ortlogo putativo de I1AA16 de Arabidopsis y OsIAA30 de arroz. Sumado a eso la red de
proteinas interactoras de OsSIAA30 determind una relacién directa con los factores de
transcripcibn ARFs (Auxin Response Factors) 2, 7, 11, 15 y 16. Este Ultimo resultado era
esperable ya que las Aux/IAA reprimen la actividad de los ARFs y por ende los niveles de la
expresion de genes activados por estos Ultimos (Abel et al., 1994; Dreher et al., 2006). Un
estudio reciente llevado a cabo en arroz por Zhao et al., (2020) detecté genes relacionados
con la sefializacion de auxinas con abundantemente expresion en la etapa de célula
arquesporial (AC) y/o de la CMM durante la megasporogénesis. Los niveles de transcripcién
relativa de cinco genes ARFs (OsARF2, OsARF3, OsARF9, OsARF14 y OsARF15), fueron
significativamente mas altos en la etapa AC en comparacion con las otras etapas de la
megaesporogénesis. De manera similar, OslAA7 y OslAA30 se encontraron
preferencialmente expresados en Gvulos tempranos en la etapa AC (Zhao et al., 2020). Estos
datos sugieren la posible participacion de estos genes relacionados con la sefializacién de
auxinas en la megasporogénesis del arroz. Vale recordar que el cambio dindmico temporal y
espacial en los niveles de auxina puede finalmente ser transformado en la sefializacion de
reprogramacion génica, regulando asi, de manera precisa los procesos de crecimiento y

desarrollo de las plantas (Luo et al., 2018).

En este trabajo se observd que el transcripto codificante de PnIAA30 esta
sobreexpresado en la nucela, nucleos polares y aparato oosférico del megagametofito del
genotipo sexual comparado con el apomictico, donde la actividad de PnlAA30 es casi
imperceptible. Estos resultados son coincidentes con las diferencias de expresion detectadas
por gRT-PCR. Segun los datos obtenidos en los experimentos de RT-PCR, los niveles de la
expresion del gen en genotipo sexual son elevados al comienzo de la embriogénesis,
comparado con la expresion en el genotipo apomictico. En Arabidopsis mutantes iaal6-1
homocigotas (ortdlogo a OsIAA30 y presunto ortélogo a PnlAA30), fueron incapaces de

producir descendencia, indicando que este gen podria estar asociado a alguna de las etapas
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de la gametogénesis o embriogénesis (Rinaldi etal., 2012). Otros genes Aux/IAA de
Arabidopsis también fueron asociados a estas etapas del desarrollo, el gen IAA18 se expresa
en el dominio apical de los embriones en etapa globular, en el meristemo apical del brote y en
el dominio adaxial de los cotiledones de embriones en etapa de corazén. Estudios
complementarios de ganancia de funciébn demostraron que IAA18 desempefia un rol
importante en el patron apical embrionario reprimiendo la actividad de ARF5 y de otros ARFs
(Ploense et al., 2009). En Solanum lycopersicum mutaciones en SilAA9 produjeron frutos
partenocéarpicos y anormalidades en la forma de la hoja (Wang et al., 2005; Mazzucato et al.,
2015; Koenig et al., 2009). Recientemente, se observaron resultados similares en la mutante
Sliaa9-crispr, obtenida a través del sistema CRISPR/Cas9, la misma también presenté
partenocarpia y hojas anormales (Ueta et al., 2017). En base a los resultados y antecedentes
expuestos podemos suponer que la sobreexpresion de PnlAA30 en los ovarios sexuales en
el estadio de premeiosis estaria arrestando el crecimiento y la division de las células nucelares
para permitir la entrada a la meiosis exclusivamente de la CMM, mientras que la regulacion
negativa en los ovarios apomicticos posibilitaria la entrada en mitosis de las células nucelares
alguna de las cuales podrian formar las iniciales de la aposporia. Por otro lado, en la antesis,
la fuerte expresion de la hebra codificante de PnlIAA30 en los ovarios sexuales contribuiria a
mantener quiescente el saco embrionario hasta la llegada de los nucleos espermaticos del
polen, mientras que la regulacién negativa en los ovarios apomicticos licenciaria a la célula

huevo a realizar partenogénesis.

Es relevante destacar que recientemente se ha demostrado que la regulacion mediada
por sSRNA de las vias de auxinas y el control de genes ARFs son fundamentales para promover
la apomixis en P. notatum (Ortiz et al., 2019). Por otro lado, es importante destacar que se
detect6 una correlacion relevante entre varios genes expresados diferencialmente durante el
desarrollo reproductivo de P. simplex (Polegri et al., 2010) y P. notatum (Laspina et al., 2008),
relacionados con el metabolismo de auxinas. Entre ellos, P. simplex B4/122-1 y P. notatum
DDT13682x que corresponden a proteinas del tipo F-box, y P. simplex D4/153-8 y P. notatum
DDT32844x1 correspondientes a enzimas de ubiquitinacion (Ortiz et al., 2013). Estos
antecedentes, sumados a los resultados que se describen mas arriba, revelan la importancia
del estudio del metabolismo de auxinas en relacion a la reproduccién apomictica en P.

notatum.
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V.4- Analisis de genes pertenecientes a la familia AP2/ERF expresados durante el
desarrollo reproductivo de P. notatum

El LOC_0s12g41060 (OsAP2/ERF) es otro de los genes candidatos presente en la
region del cromosoma 12 de arroz sinténica al ACL de Paspalum (Hojsgaard et al., 2011).
Este gen codifica para una proteina con dominio AP2, perteneciente a la superfamilia
AP2/ERF (APETALA2/ETHYLENE RESPONSIVE ELEMENT BINDING FACTOR) también
conocida como AP2/EREBP (APETALA2/ETHYLENE RESPONSE ELEMENT-BINDING
PROTEIN) (Kim et al., 2006). Esta superfamilia integra a factores de trascripcion importantes
en el desarrollo y es una de las familias mas extensas del reino vegetal (Kim et al., 2006). Los
miembros de esta superfamilia desempefian una gran variedad de funciones a lo largo del
ciclo de vida de las plantas que incluyen desde regulaciones claves en procesos del
crecimiento y desarrollo, como la determinacion de la identidad de los 6rganos florales, la
maduracion de los frutos, el control de la identidad de las células epidérmicas de las hojas y
mecanismos utilizados para responder a estreses bidticos y abidticos (Riechmann y
Meyerowitz, 1998).

En este trabajo de tesis, no pudo detectarse ningun transcripto expresado en el
transcriptoma floral similar al codificado por el locus LOC_0s12g41060. Sin embargo,
utilizando como consulta sobre la base de datos de las proteinas predichas de P. notatum,
seis miembros representativos del grupo de proteinas BBM (BABY BOOM) pertenecientes al
clado euANT: Oryza sativa: OsBBM1, OsBBM2 y OsBBM3, Brasica napus: BnBBM1,
Arabidopsis thaliana: AtBBM y Pennisetum glaucum: PsASGR-BBM-likel, y cinco miembros
del clado euAP2 perteneciente a la familia AP2-like (APETALA2-LIKE): Rosa chinensis:
RcAP2-like, Setaria italica: SiAP2-like, Arabidopsis thaliana: AtAP2-like, Malus domestica
AHAP2 y Oryza sativa: APL25 (Jofuku et al., 1994; Bouitilier, 2002; Zhou et al., 2012; Lata
et al., 2014; Conner et al., 2015; Han et al., 2018; Jha y Kumar, 2018; Khanday et al., 2019),
se identificaron nueve posibles miembros de la superfamilia AP2/ERF expresadas durante el
desarrollo reproductivo. De las nueve proteinas, cuatro (codificadas por: isotigl9745,
isotig07297, isotig07295 y isotig36244) presentaran una elevada homologia con los miembros
representativos del grupo de proteinas BBM (BABY BOOM), y las cinco restantes (codificadas
por: isotig06879, isotig06878, isotig31692, isotig23310, isotig23311) con miembros del clado
euAP2 perteneciente a la familia AP2-like. Teniendo en cuenta el niUmero de miembros de la
superfamilia AR2/ERF reportados en otras especies como por ejemplo Arabidopsis (147
miembros) (Dietz et al., 2010), soja (98) (Zhang et al., 2008), tomate (85) (Sharma et al., 2010),
arroz (165) (Sharoni et al., 2011), papa (155) (Charfeddine et al., 2014) y Brachypodium

Distachyon (149) (Chen et al.,, 2016), es posible que dicha superfamilia en P. notatum
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contenga aun mas miembros de los identificados que por su baja expresion no hayan sido

detectados durante la secuenciacion y ensamblado.

Los analisis filogenéticos, incluyendo las seis secuencias proteicas BBM, las cinco
AP2-like y las nueve detectadas en la base global del transcriptoma de P. notatum, arrojaron
dos grupos coincidentes con los resultados de las busquedas BLASTP. Uno de estos grupos
esté integrado por las proteinas las proteinas AP2-like y sus homologas en P. notatum. Dos
de estos transcriptos (isotigs 06879, 06878) pertenecientes al isogroup/gen 00558 nombrado
como PnAP2-like, agruparon junto a las proteinas AP2-like de arroz (APL25) y Setaira (SIAP2-
like), lo que indicaria ortologia entre ellos. El otro grupo esta conformado por las proteinas
BBM y sus homélogos en P. notatum. Sin embargo, en este caso todas las secuencias de P.

notatum formaron un grupo aparte.

PnAP2-like se encuentra representado por los isotigs 08399 y 08400 en el
transcriptoma sexual y el isotig 32043 en apomictico. Los andlisis de ligamiento de dicho gen
con el modo reproductivo, empleando la poblacion Fi1, detectaron un alelo especifico del
genotipo materno sexual que cosegrega ligado al modo reproductivo sexual. La identidad de
los fragmentos del genotipo sexual (PnAP2L_Q4188 SEX) y del apomictico
(PnAP2L_Q4117_APO), coincidieron con los isotigs 08400 y 32043, respectivamente. Los
resultados de las busquedas BLASTN sobre la base de datos del NCBI, utilizando como
consulta estas ultimas secuencias, arrojaron homologia con una secuencia codificantes AP2-
like de Setaria viridis, y dos secuencias TARGE OF EAT3 (TOES3) de Setaria italica y Panicum
halli. Los genes TOE pertenecen a la familia AP2-like, especificamente al clado euAP2
también integrado por el gen homedtico AP2, se caracterizan por presentar un sitio de union
al micro miRNA172 (Kim et al., 2006; Shigyo et al., 2006) que, junto a otros miembros de la
familia, regula postranscripcionalmente la expresion de estos genes (Aukerman y Sakai 2003;
Chen, 2004; Lauter et al., 2005). En Arabidopsis la acumulacion de miARN172 causa un
defecto en la identidad de los 6rganos florales, similar a lo observado en las mutantes ap2 con
pérdida de funcién. (Chen, 2004; Teotia y Tang, 2015). Jung et al., (2014) observaron que
plantas transgénicas de Arabidopsis que sobreexpresaron un gen TOE3 (rTOE3-0x)
‘resistente” a miR172, presentaban flores indeterminadas, con numerosos estambres y
organos carpeloides. Al parecer TOE3 se une al segundo intron del gen AGAMOUS (AG) v,
en consecuencia, la expresion de AG se reduce significativamente en plantas rTOE3-ox.
También se ha demostrado que TOE3 interactGa con el gen AP2 en el nucleo, dado el papel
principal de AP2 en el patron floral, miR172 probablemente regula a TOE3 en dicho proceso,

al menos en parte a través de AP2 (Jung et al., 2014).
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La red de interacciones proteina-proteina de AtAP2-like de Arabidospsis, homdloga a
PnAP2-like, identificé una proteina denominada TOPLESS, miembro de la familia de proteinas
GROUCHO (Gro)/Tupl integrada por co-represores de la expresion génica, reclutados por
una gran variedad de factores de transcripcioén de unién a ADN (Liu y Karmarkar, 2008). Las
proteinas de la familia TOPLESS también interactian con proteinas del tipo Aux/IAA,
uniéndose a estas Ultimas para reprimir la accion de los factores de transcripcion ARFs (Auxin
Response Factors) (Szemenyei et al., 2008; Ito et al., 2016). Teniendo en cuenta los
resultados y antecedentes expuestos, podriamos pensar en una regulacién diferencial de
PnAP2-like regida por miARN172 en plantas sexuales y apomicticas, posiblemente
relacionada con la identidad celular durante la megaesporogénesis y/o megagametogéenesis
de ambos genotipos. Aunque para poder confirmar dicha hip6tesis deberian realizarse
estudios mas exhaustivos de expresion (QRT-PCR, RT-PCR e hibridaciones in situ) para
PnAP2-like. Ademas, es relevante destacar que nuevamente las vias de sefalizacién de
auxinas estan presentes en los procesos metabdlicos asociados al modo de reproducciény a

la apomixis en P. notatum.

Por otro lado, una de las proteinas de P. notatum (codificada por el isotig 36244)
homologa al grupo de proteinas BBM, renombrado como PnBBM-like, mostr6 una
representacion posiblemente diferencial entre los transcriptomas de C4-4x (sexual) y Q4117
(apomictico), con un aumento de la expresion en este Ultimo. PnBBM-like se encuentra
representado por los isotigs 04813 y 04886 en la base sexual y apomictica del transcriptoma,
respectivamente. Aunque no se pudo determinar su ligamiento con ACL de la especie, es
importante destacar que representa un candidato interesante para continuar con su estudio,
ya que se ha demostrado que los genes BBM estan involucrados en la regulacion de la
totipotencia de células vegetales, la proliferacién celular, la formacién de brotes, la induccion
de embriogénesis somatica, el desarrollo, la promocién de la apogamia y la estimulacién de
la transformacién (Boutilier et al., 2002; Passarinho et al., 2008; Heidmann et al., 2011; Lowe
et al., 2016; Horstman et al., 2017; Bui et al., 2017). Ademas, se reporté que BnBBM en
Brassica napus se expresa de manera preferencial y activa una ruta de transduccion de
sefiales que conduce a la induccion de células sométicas diferenciadas y a la formacién de
embriones somaticos (Boutilier et al., 2002). Curiosamente, el gen PSASGR-BABYBOOM-like,
localizado en la regién genémica asociada a la apomixis en Pennisetum glaucum (una especie
de reproduccién apomictica), se expresa en Ovulos antes de la fertilizacion e induce
partenogénesis. La expresion ectdpica de este gen en plantas sexuales induce a la generacién
de progenies haploides (Conne et al., 2015). Sumado a estos antecedentes, un estudio
reciente realizado en arroz logré la generacion de semillas clonales a partir de la combinacion

de mutantes MiMe (mitosis por meiosis) con una linea transgénica que expresa el gen
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BABYBOOML1 de la propia especie (Khanday et al., 2019). Estos antecedentes indicarian un

posible rol de los genes BBM en la partenogénesis de especies apospdricas como P. notatum.
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VI- CONCLUSIONES

El presente trabajo de tesis estuvo dirigido a la caracterizacion molecular genes de P.
notatum ort6logos a los genes de arroz LOC_0s12g40770 (OsANK-TPR) que codifica para
una proteina con repeticiones de anquirina, el LOC_0s12g40890 (OslIAA30) miembro de la
familia de genes Aux/IAA de respuesta tempana a auxinas y LOC_0s12g41060 (OsAP2/ERF)
codificante para una proteina con repeticiones AP2, localizados en un segmento del
cromosoma 12 de arroz que resultd sinténico al ACL de la especie bajo estuido. Dado que
estos genes estan asociados a procesos de la division celular, respuestas a hormonas y
desarrollo, los posibles ortélogos de P. notatum podrian estar relacionados con el cambio del

modo reproductivo de sexualidad a apomixis que muestran los citotipos tetraploides naturales.

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo se puedo arribar a las siguientes

conclusiones:

1) Existen al menos cuatro miembros de la subfamilia ANK-TPR expresados durante el
desarrollo reproductivo de P. notatum (PnANK-TPR1-4). PnANK-TPR3 resulté altamente
similar a OSANK-TPR (LOC_0s12g40770) por lo cual califica como el presunto ort6logo.

2) PnANK-TPR3 muestra diferencias significativas de expresion relativa entre el genotipo
sexual y el apomictico durante los estadios de meiosis y antesis. Transcriptos de este gen se
sobreexpresan durante el desarrollo sexual en comparacion con el apomictico. Las diferencias
en el estadio de meiosis se mantienen entre individuos sexuales y apomicticos de la poblacion
F1(Q4188 x Q4117).

3) PnANK-TPR3 muestra muy bajos niveles de expresion en tejido somatico.

4) PnANK-TPR3 formaria parte de una cascada de sefializacion involucrada en la
determinacioén del destino de las células de la nucela y su posible canalizacién hacia la

gametogénesis.

5) Se identificaron al menos 22 miembros de la familia Aux/IAA expresados durante el
desarrollo floral de P. notatum, homologos a 19 de los 31 miembros de la misma familia de

arroz.

6) PnlAA30 resulté altamente similar a OsIAA30 (LOC_0s12g40890) y genéticamente

ligada al ACL de P. notatum a una distancia de recombinacion aproximada de r = 0.30.
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7) El mapeo sobre el borrador del genoma diploide de P. notatum determiné que existe
una buena colinealidad entre secuencias del ACL y de la region del cromosoma 12 de arroz
sintenia a este. Entre estas se encuentra el marcador C1069 (100% ligado al ACL), los genes
ANK-TPR (OsANK-TPR y PNANK-TPR3) y los genes IAA30 (OsIAA30 y PnlAA30).

8) El gen PnlAA30 muestra niveles de expresion significativamente superiores en el
genotipo sexual respecto del apomictico, durante la antesis y la embriogénsis. La diferencia
en el estadio de antesis fue corroborada en individuos sexuales y apomicticos de la poblacion
F1(Q4188 x Q4117).

9) La expresion de PnlAA30 presenta una asociacion negativa con el grado de
expresividad de la aposporia.

10) La expresion del gen PnlIAA30 entre los genotipos apomicticos y sexuales no mostro
diferencias significativas en tejido soméatico (hoja).

11) La localizacion de la expresion del gen PnIAA30 mostro diferencias durante las etapas
de premeiosis/meiosis y antesis. El transcripto presentd fuerte expresion en la CMM del
genotipo apomictico, mientras que en el genotipo sexual la CMM no mostro hibridacion, pero
si se detectd una fuerte expresién del transcripto en la nucela del évulo. Asimismo, se

evidenciaron claras diferencias en el estado de antesis.

12) La sobreexpresion de PnlAA30 en la nucela de ovarios sexuales en el estadio de
premeiosis arrestaria el crecimiento y la divisién de las células nucelares para permitir la
entrada a la meiosis exclusivamente de la CMM, mientras que la regulacién negativa en los
ovarios apomicticos posibilitaria la entrada en mitosis de las células nucelares, alguna de las

cuales podrian formar las iniciales de la aposporia.

13) La fuerte expresion de la hebra codificante de PnlAA30 en los ovarios sexuales
contribuiria a mantener quiescente al saco embrionario hasta la llegada de los nucleos
espermaticos del polen, mientras que la regulacién negativa en los ovarios apomicticos

licenciaria a la célula huevo a realizar partenogénesis.

14)No se detectaron transcriptos similares a OsAP2/ERF (LOC_0s12g41060)
expresados durante el desarrollo reproductivo de P. notatum. Esto quizas derive de la baja

expresion de este tipo de factores de transcripcion.
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15) Se identificaron al menos nueve proteinas miembros de la superfamilia AP2/ERF
expresadas durante el desarrollo reproductivo de P. notatum. Cuatro de estas resultaron
homologas a miembros del grupo de proteinas BBM (BABY BOOM) pertenecientes al clado
euANT, y las cinco restantes a miembros del clado euAP2 perteneciente a la familia AP2-like.

16) PnAP2-like resulté altamente similar a las proteinas APL25 (Oryza sativa) y SiAP2-like
(Seteria italica), por lo que calificaria como un gen ortélogo de esta familia. Ademas, uno alelo
de PnAP2-like es especifico del genotipo sexual y muestra una cosegregacion con el modo

de reproduccién sexual.

17) Fragmentos de PnAP2-like sexuales y apomicticas muestran una elevada homologia

con genes AP2 y TOES3 caracterizados por presentar un sitio de unién al micro miRNA172.

18) PnBBM-like mostré una representacion diferencial entre los transcriptomas de C4-4x
(sexual) y Q4117 (apomictico), con un aumento de la expresién en este Ultimo, pudieron

relacionarse con la partenogénesis en individuos apomicticos de la especie.
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VIIl- ANEXO

Tabla VIII.1. Proteinas empleadas para la identificacion de secuencias pertenecientes a la
subfamilia ANK-TPR expresadas durante el desarrollo reproductivo de P. notatum.

Nombre del Locus Especie Dominios conservados Referencia
LOC_0s01g07640 ANK-TPR

LOC_0s01g07980 ANK-TPR

LOC_0s02g29130 ANK-TPR

LOC_0s02g29140 ANK-TPR

LOC_0s02g29160 ANK-TPR

LOC_0s02g29190 ANK-TPR

LOC_0s03g42350 ANK-TPR

LOC_0s03g47620 ANK-TPR

LOC_0s03g47640 ANK-TPR

LOC_0s03g47650 ANK-TPR

LOC_0s03g47670 Oryza sativa ANK-TPR Huang et al., 2009
LOC_0s03g47686 ANK-TPR

LOC_0s03g47720 ANK-TPR

LOC_0s05g01310 ANK-TPR

LOC_0s08g13640 ANK-TPR

LOC_0s09g03630 ANK-TPR

LOC_0s09g03680 ANK-TPR

LOC_0s09g03750 ANK-TPR

LOC 0Os12g40770* ANK-TPR

LOC_0s12g43840 ANK-TPR

LOC_0s12g43940 ANK-TPR

Zm00001d030982 ANK-TPR

Zm00001d011102 Zea Mays ANK-TPR Jiang et al., 2013

AT3G04710 Arabidopsis thaliana ANK-TPR Becerra et al., 2004

* locus presente en el segmento del cromosoma 12 de arroz flanqueado por los marcadores C996 y C1069
(Hojsgaard et al., 2011).
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Tabla VIII.2. Proteinas de arroz empleadas para la identificacion de secuencias con dominio

Aux/IAA expresadas durante el desarrollo reproductivo de P. notatum.

Nombre del Locus

(Oryza sativa) Gen Dominio conservado Referencia
LOC_0s01g08320 OslAAl AUX/IAA
LOC_0s01g09450 OslAA2 AUX/IAA
LOC_0s01g13030 OslAA3 AUX/IAA
LOC_0s01918360 OslAA4 AUX/IAA
LOC_0Os01948450 OslAA5S AUX/IAA
LOC_0s01g53880 OslAAG AUX/IAA
LOC_0s02913520 OslAA7 AUX/IAA
LOC_0s02949160 OslAA8 AUX/IAA
LOC_0s02g56120 OslAA9 AUX/IAA
LOC_0s02g57250 OslAAL0 AUX/IAA
LOC_0s03g43400 OslAA1l AUX/IAA
LOC_0s03g43410 OslAA12 AUX/IAA
LOC_0s03g53150 OslAA13 AUX/IAA
LOC_0s039g58350 OslAA14 AUX/IAA
LOC_0s05g08570 OslAA15 AUX/IAA
LOC_0s05g09480 OslAA16 AUX/IAA Jain et al., 2006
LOC_0s05g14180 OslAAL7 AUX/IAA
LOC_0s05g44810 OslAA18 AUX/IAA
LOC_0s05g48590 OslAA19 AUX/IAA
LOC_0s06907040 OslAA20 AUX/IAA
LOC_0s06g22870 OslAA21 AUX/IAA
LOC_0s06924850 OslAA22 AUX/IAA
LOC_0s06939590 OslAA23 AUX/IAA
LOC_0Os07g08460 OslAA24 AUX/IAA
LOC_0s08g01780 OslAA25 AUX/IAA
LOC_0s09g35870 OslAA26 AUX/IAA
LOC_0Os11g11410 OslAA27 AUX/IAA
LOC 0Os11g11420 OslAA28 AUX/IAA
LOC 0s11g11430 OslAA29 AUX/IAA
LOC_0s12g40890* OsIAA30 AUX/IAA
LOC_0s12g40900 OslAA3L AUX/IAA

* locus presente en el segmento del cromosoma 12 de arroz flanqueado por los marcadores C996 y C1069

(Hojsgaard et al., 2011).
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Tabla VIII.3. Miembros de la familia ANK-TPR detectados mediante bisquedas BLASTP en la
base de datos global del transcriptoma de P. notatum.

Query

Subject
(P. notatum)

% ID

Largo de
Alineamiento

e-value

Score

LOC_0s01g07640

LOC_0s01g07980

isotig19073

68,38

253

5e-94

340

LOC_0s02g29130

LOC_0s02g29140

LOC_0s02g29160

LOC_0s02g29190

LOC_0s03g42350

LOC_0s03g47620

LOC_0s03g47640

LOC_0s03g47650

LOC_0s03g47670

LOC_0s03g47686

LOC_0s03g47720

LOC_0s05g01310

isotig32130

LOC_0s08g13640

LOC_0s09g03630

LOC_0s09g03680

LOC_0s09g03750

LOC_0Os12g40770*

isotig32953

60,57

421

26-131

465

isotig35667

60,6

368

7e-116

417

LOC_0s12g40780

isotig32953

58,08

413

2e-128

455

isotig35667

57,5

360

2e-107

386

LOC_0Os12g43840

LOC_0s12g43940

Zm00001d030982
(ZMANK?)

isotig32953

56,73

459

4e-135

478

Zm00001d011102
(ZmANK61)

isotig32130

88,55

454

0

77

AT3G04710

isotig32130

59,87

446

3e-141

498

* locus presente en el segmento del cromosoma 12 de arroz flanqueado por los marcadores C996 y C1069
(Hojsgaard et al., 2011).
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Tabla VIII.4. Miembros de la familia Aux/IAA detectados mediante blisquedas BLASTP en la

base de datos global del transcriptoma de P. notatum.

Query (Oryza sativa) (P.S:(?tjgtclj[m) % ID Alil;ggr?]ig?]to e-value Score
LOC_0s01g08320 (OslAA1) isotig37255 73,04 204 8e68 253
LOC_0s01g09450 (OsIAA2) - - - - .
LOC_0s01g13030 (OsIAA3) - - - . .
LOC_0s01g18360 (OslAA4) - - - - -
LOC_0s01g48450 (OslAA5) isotig39351 76,12 201 3e ! 265
LOC_0s01g53880 (OsIAAG) isotig23440 63,38 325 7% 357
LOC_0s02g13520 (OsIAA7) isotig38167 58,63 278 2e64 243
LOC_0s02g49160 (OsIAA8) - - - - -
LOC_0s02g56120 (OsIAA9) isotig45013 59,04 188 le4® 192
LOC_0s02g57250 (OsIAALQ) isotig22414 76,5 234 7e°%0 327
LOC_0s03g43400 (OSIAALL) isotig22209 59,14 279 8e 73 270

isotig22208 56.22 249 8es7 216
LOC 0s03g43410 (OslAA12) isotig37906 61,83 241 4e61 231
LOC_0s03g53150 (OSIAAL3) isotig22775 69,92 236 1e6l 238

isotig22774 70,25 242 3e63 233
LOC_0s03g58350 (OslAA14) isotig12494 63,13 179 6e47 183
LOC_0s05g08570 (OsIAA15) - - - - -
LOC_0s05g09480 (OsIAA16) isotig21828 52,57 253 8e44 173

isotig05557 71,54 260 8e™! 330
LOC_0Os05914180 (OsIAAL7) isotig05558 71,54 260 8eo! 330

isotig05559 71,54 260 8e™! 330
LOC_0Os05g44810 (OslAA18) isotig34296 55,18 328 2e8! 299
LOC_0s05g48590 (OsIAA19) isotig35347 65,96 282 1e87 319
LOC_0s06g07040 (OslIAA20) - - - - -
LOC_0s06g22870 (OslIAA21) isotig36834 76,32 266 792 333
LOC_0s06g24850 (OsIAA22) - - - - -
LOC_0s06g39590 (OsIAA23) isotig36601 73,2 194 2e55 211
LOC_0s07g08460 (OslAA24) isotig08196 61,95 205 455 211

isotig08195 63,29 207 1e55 212
LOC_ 0s08g01780 (OslAA25) isotig35504 51,5 266 3e%5 211
LOC_0s09g35870 (OsIAA26) - - - - -
LOC 0s11g11410 (OslAA27) - - - - -
LOC 0s11g11420 (OslIAA28) - - - - -
LOC_0s11g11430 (OslAA29) - - - - -
LOC_0Os12g40890 (OsIAA30)* isotig33023 73,29 277 3e8 308
LOC_0s12g40900 (OsIAA31) . . . . .

* locus presente en el segmento del cromosoma 12 de arroz flanqueado por los marcadores C996 y C1069
(Hojsgaard et al., 2011).
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Tabla VIII.5. Miembros de las subfamilias AP2-like y BBM detectados mediante busquedas
BLASTP en la base de datos global del transcriptoma de P. notatum.

Subject Isoforma Isoforma e-

Query (P. notatum) base SEX base APO % ID Alineamiento | value | Score
isotigd6879 | isotigd8400 | 1s0tig32043 | g5 64 188 5e-86 | 279
isotig06878 isotig08399 77,84 176 5e-63 | 219
AtAP2-like isotig31692 isotig10774 isotig12508 70,09 224 2e-74 | 248
AACI13770.1 isotig23310 isotig06560 isotig22288 77,84 194 de-74 | 244
isotig23311 isotig06559 65,57 212 4e-62 206
isotig42974 - isotig37097 75,68 185 8e-75 | 239
isotig06879 | isotig0s8400 | 1S0tig32043 | g5 64 188 5e-86 | 279
isotig06878 isotig08399 77,84 176 5e-63 219
RcAP2 isotig31692 isotig10774 isotig12508 70,09 224 2e-74 | 248
ARS02RI82092 T isotig23310 isotig06560 isotig22288 77,84 194 de-74 | 244
isotig23311 isotig06559 65,57 212 4e-62 206
isotig42974 - isotig37097 | 75,68 185 8e-75 | 239
isotig06879 | isotigd8400 | 1S0tig32043 | gs5 64 188 5e-86 | 279
isotig06878 isotig08399 77,84 176 5e-63 219
AHAP2 isotig31692 isotigl0774 isotig12508 70,09 224 2e-74 248
galSiotee isotig23310 isotig06560 isotig22288 77,84 194 4e-74 | 244
isotig23311 isotig06559 65,57 212 4e-62 206
isotig42974 - isotig37097 75,68 185 8e-75 239
isotig06879 isotigd8400 | isotig32043 | g5 gq 188 5e-86 | 279
isotig06878 isotig08399 77,84 176 5e-63 219
APL25 isotig31692 isotigl0774 isotig12508 70,09 224 2e-74 248
BBAVI9.1 isotig23310 isotig06560 isotig22288 77,84 194 4e-74 244
isotig23311 isotig06559 65,57 212 4e-62 206
isotig42974 - isotig37097 75,68 185 8e-75 239
isotig06879 isotigd8400 | is0tig32043 | g5 6q 188 5e-86 | 279
isotig06878 isotig08399 77,84 176 5e-63 219
SiAP2-like iso0tig31692 isotigl0774 isotig12508 70,09 224 2e-74 248
AR_022684171 2 isotig23310 isotig06560 isotig22288 77,84 194 de-74 | 244
isotig23311 isotig06559 65,57 212 4e-62 206
isotig42974 - isotig37097 75,68 185 8e-75 239
isotigl9745 isotigl0031 Isotig07752 67,63 173 3e-71 | 244
isotig07297 isotig17661 Isotig06736 66,84 190 5e-69 | 238
BnBBM2 isotig07295 Isotig06737 66,84 190 5e-69 238
st isotig36244 isotig34537 Isotig04886 67,63 173 4e-66 | 225
isotig07776 isotig26993 Isotig31357 66,48 179 8e-65 | 224
isotig38642 isotig31532 Isotig26057 61,62 185 2e-54 191
isotig19745 isotig10031 Isotig07752 67,63 173 5e-71 243
AAfAtgngl\gg_ 1 isotig07297 isotig17661 Isotig06736 69,4 183 3e-69 | 238
isotig07295 Isotig06737 69,4 183 3e-69 | 238
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isotig36244 isotig34537 Isotig04886 68,79 173 4e-67 | 228

isotig07776 isotig26993 Isotig31357 67,04 179 3e-65 | 226

isotig38642 isotig31532 Isotig26057 61,08 185 le-54 192

isotig19745 isotig10031 Isotig07752 67,05 176 4e-67 232

PSASGR.BEMLL isotig07297 isotig17661 Isotig06736 67,04 179 5e-63 | 220
EU559277.1 isotig07295 Isotig06737 67,04 179 5e-63 | 220
isotig36244 isotig34537 Isotig04886 65 180 5e-62 213

isotig07776 isotig26993 Isotig31357 55,51 227 2e-59 | 209

isotig19745 isotig10031 Isotig07752 67,05 176 4e-67 232

OSBBML isotig07297 isotig17661 Isotig06736 67,04 179 5e-63 | 220
KABS8114989.1 isotig07295 Isotig06737 67,04 179 5e-63 | 220
isotig36244 isotig34537 Isotig04886 65 180 5e-62 | 213

isotig07776 isotig26993 Isotig31357 55,51 227 2e-59 | 209

isotig19745 isotig10031 Isotig07752 67,05 176 4e-67 232

OSBEML isotig07297 isotig17661 Isotig06736 67,04 179 5e-63 | 220
EAYS86677.1 isotig07295 Isotig06737 67,04 179 5e-63 | 220
isotig36244 isotig34537 Isotig04886 65 180 5e-62 | 213

isotig07776 isotig26993 Isotig31357 55,51 227 2e-59 | 209

isotig19745 isotig10031 Isotig07752 67,05 176 4e-67 232

OSBEML isotig07297 isotig17661 Isotig06736 67,04 179 5e-63 | 220
KABS8114989.1 isotig07295 Isotig06737 67,04 179 5e-63 | 220
isotig36244 isotig34537 Isotig04886 65 180 5e-62 | 213

isotig07776 is0tig26993 Isotig31357 55,51 227 2e-59 209
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Secuencias

>isotig17384
CCGCTTCCAAAACCCTCGCCTCCGCCGTCGCCGTTGCGAATCGCGATGGCACCGGCCTCAAAACCCTCGGACTCCGACGT
CGCCGTCGCGCTCCTGGCCGCCGGCGCCGGCAACCTCCACCTCCTTAAGATGATTGCGAACAAGGTGAACCTGCGGGAA
GTCAAGGACGACGAGGGCCTGAACGCGCTCCACCACGCCGCGCTGAATGGTCATCTGGAGGTCTGCAGGTTCCTGGTGG
AGGAATCGGGGATCGATGTCAACTCCACATCCGGGAGGGGAACGCCAATCCACTACGCCGCGGCTGGAGGAGACGTTCG
AGTCCTCGGGTACCTCCTCGACCGCGGTGGTGACCCAGCAATCCAAGACTCCAGGGGGGUATCCACGCCACTCCACGATG
CAGCTGTGCACGGGCACTGCGAGGCTGTGAGGCTGCTGCTGTCCAAGGGTGTTGATGTGGACCAGCCCAGTTGTCGTGG
GACGGCGCTCCACTCTGCTGCCGCCATTGCCAATGATATGGTTATCAAGATCCTGCTGGAGCACGGTGCTGACCCCAACA
GTTTTTCCACAATATCTTCCCACTGATGGTGGCATGCACCGCGAAGTCATTGAAATGCATGAAGCTACTGGTTGAGGCTGGT
GCTGATGTGAACTACATATGTCCCAGTGGACCATCCATTTTGACGGCGGCAGCTGACCAAGGTTTAACTGACATTGTCAAAT
TCTTGCTAGATGCTGGAGCTGATCCTAACATTGCCGACAAGGATGGCACTTCCCCATCATGGCAGCAGCAGCTAAGGAACA
TCGTGAGCTTGTGGAAATTCTTTTTCCTCGGACAAGACIGATTCCAGACGTGCCAGATTGGAGCATCGATGGGATTATTTTCA
CTGTGAAATACCGAAGGTTCCAGCCTCAGGAGCCGYTGGGAAAaCAACTAGCTGATGCAAAGTCACGAGCAAAGGAAGCAT
TTGCAAATGGGGATTTCCTCTATGCAGCCTATTTTTATGAGCAGGCAATCAGGATAGACCCACTCAATGCCACCTTATTTGC
CAACCGGAGTTTATGCTGGCTGCGTCTAAGAGAAGGGgAGAACGCTTTGAAAGATGCTCaGGATTGCAAAGCCTTGCGTCC
TGATTGGgCAAAGGCATGGTACCGTGAGGGTGCGTCTCTAAGCTTGTTGAAGAACTACAAAGGGGCAGTTGATGCATTTTC
AGGAGCTCTCAAGCTTGACCCTACAAATGACGATATCAAGAAAGCATTGAGGGAGGCCATGGAGTCTATGAGGAATGCTGG
CCATAGTGGAGGACCAAACCCTTGAGCTGTGAACATGGGTGTGATACTGCATGTAGCTGTGAACATGCTGCTGCAAAGACT
AGTTTGAAGCTTGATCGAGTTTTTtGTGAAATGTTCTGTGGCTGCTTGTGACCTTCTTATGCAGGGCACATGCGATGTATTGG
ATTGAACTAGTTCTGTAATGTTTTGAACACTTTCTAGGAAGCGGACCTGCTGTCCTCATCAAATATTAGCGGTGTTCACTCAT
ATTAGCggtgttccaagttgatctatgaatttgcatgcatgcgcagatgctgaatcttaagggaaatgaaaaaaaaaaaaaacaaaaaaaaaaaaataaaaaaaaaaaataa
aaaaaaaaaagaaaaaaaaaaaaaaaaaagaaaaaataaaanaaanaaaaanaa

>isotig20818
caacagtatttatatctgcattactgcaaaggagcaagCAgtGTATATATATCTACAGTACTggctcaatccAGAGTacagccCATGCATCCTGCGTAATA
AGCgTACAGATCGCCACAAAaCACATTACTCATCAGTCATCACAAAAGAGCCAACActcaagctacatattgctaagttcAGtctttgaagcagca
CggtGGGGCTACAGTATATCCTACGGAGGACTATTAACACAAGATACGTGAAAGGACACAGCAATTCAAGAGTTCTGTTGTTC
CGCACGAGCAGAAGAACACTTCAAAGGATCAATGGCCTCCCTTAAAGCTTTCTTGATCTCGTCGCTCACAGGGTCAAGTTT
CAGTGCCTGTGTGAATGCATCGACTGCCCCTTTGTAGTTCTTCAGCAAGCTGAGAGCTGCTCCCTCACGGTACCACGCCTT
CGACCAATGAGGACGCATCATTTTGCACTCTTGAGCATCTAACAGAGCTCTGTCCCCTICTCTCAACCGCAACCAGCATAGG
CTCCGGTTGGCAAGCAAGGTGGCGTCAAGTGGATCTTTCTCCATTGCCATGCAGTAGAAGTAAATTGCTGCAAGATACTCT
CCCTTTGCAAAAGCTTCCCTTCCTTGTGATTtGGCATCAGCTACCTTTTTTICTGCCATAGCTGCATCCTGAACCCTGAAACG
CAGAAATTTCATACTGCTAATTATCCCATCAACGCTCCAGTCTGGCACATATGGAATCGGTCTTGTCTTAGGAAGTAGAATTT
CAACAAGTTCGCGTTGCTCATGAACTGCTGCGCAAATTATTGGGATATGCCCATCCTCGTCGGCAATGTTAGGATCAGCTC
CAGCCTCTAGCAAAAacTTGACAATGTCAGTTAaGCCATCATCAACTGCCTCCATTAAAaTGGTTGgTCCAGAGGGGCTTATA
TAATTAACaTCAGCCCcAGCCTCAACCAGCAGCTTCATGCATTTCAAGGACTGCCCACAACACGCCATCATGAGTGGTGAAA
AAaCATGATTGACAACCTTGTTGTGATCAGCACCATGTTCGAGCAGGATCTTGACAACCTGATCCTGGTCCTTAGCAGCAGC
CAAGTgAAGCGGCGTCCCACGATAATTGAGCGGATCCACATCAACACCCTTGGAGAGCAGCAGCTTCACAGCATCACAATT
GGCTCGCTCGGCCGCGTCATGCAGCGGCGTGGAGCCCCTGGAGTCAGGCGTCCCCGGGTCACCGCCATGGTCAAGAAG
GTACCTCA

>isotig20570
CTGGAGGtCTgCAAGTTCCTCGTGYTGGAATCGGGGCTCGAtgTCAaCGgCACCGACGACGATGGACGCACGCCGATCGCCce
TcGCCGCGGCTGAGGGYAAGGTGAGCGTCCTGGTGTACCTTTTGGgCGCCGGCGGCGACCCAGCGGTGCCCGACGCTGA
CGgCGCCcACGCCGCTGCACCGTGCGYCCGAGCACGGTCACCACGAGGCTGTAAGACTACTGCTGTCCAAGGGTGTTGATG
TGGATACCTTCCACCCTCGTCATGGATCGCCGCTGCACATGACTATAGCCAAGGACCATGATCAGGCTCTGAAAGTCTTGC
TGGAGCACGGCGCTGATGTGAACAGAGTTATTCTTCATATGTTGACACCACTCGTGATGGCATGTTGGGTACGCTCCTGGA
AATGCATGAAGCTATTGGTTGAGGCTGGTGCTGATTTGAATTTtAGAAGTCCATTCGGACCAACCGCTTTAATGAAGGCTGC
TGCTGCTGGATTTACCGACGTTGTCAAGTTCTTGCTAGAGGCTGGAGCTGACCCTAACATTTTTGATGAGTTTGGGAAAAAT
GCAATCATGGTTGCAGCAGACAAAGGGCTACGTGATGTTGTTGAAATTCTCTTTCCTTGGACAAAGCCAATCGCATATGTGC
CCAACTGGAGTGTTGATGGAATAATTATTTTIATGAAATCTGAGTTCTTCAATGATATGGATGAGGCTGATGCAAAACGACAG
GGAAACAAAGCATTTGCAAAAGGGGAATACTTTTCAGCAATGTACTTGTATACAACGGCTATGTTCAAACATCCACTTGATGC
TACCTTGCTTTCCAACAGAAGCCTATGTTGGCTgCGTATGGGAGATGGAAIGAAAGCTCTGTTAGATGCTCAGAACTGCAAA
ATGTTGCGTCCTCATTGGTCCAAGGCATGGTACCGTGAaGGTGCAGCTCTCAGCTTGCTGAAGAACTACGAAGGAGCGGCT
AATGCTTTTGCAGAAGCACTGAAGTTTGACCCTGAGAATGACGAGCTCAAGACAGCGTTAAGGGAGGCCATTGAGGCTCTC
ACGTCCGATGCTCGCTCCTAATAAGACAACCCTTGAGCAGCGCTGCTACATCTTGGATATCACTATAGGYCCTATACTTATAT
GTGTAATGACAGCATAATGCTGCGACGACTAGTTTCGTGCTATGCTTGACTGGTTTAATCTTTTGCAATGAACTCTATGTTTT
GCGGCTTCCTGTAAGCGCACTTAGGGAACTAGATIGATATGGTACTATTTATGCTTAATATTICC

>isotig10153
gtccaaaaggccaatagccccctagAGAaGGCTTGAGCCcTcGCGTCCGCCACCGCCGTCGCGATGGCACCGCCCTCCAGACCCTCG
CACTTGGACGTCGGCGTCGCGCTACAGGCCGCCATCGACGGCAACCTCCACCTTCTCAAGAAGYGTGGCGAGCCGGGTGG
ACTTGCGGGATGCCAAGGACGCCGGGCGGAGCGCCCTGCACCTCGCCGCGGCGAATGGCCACCTCGACGTCTGCAGGT
TCCTGGTGGAGGAGCTGGGGTTCGgTGTCAACTCCaCCTGCGCCGCAGGCGGYGTCGCCGGTCCTCTACGCCGCGGCCAAC
GGGAGGGAGAGCGTCTTGAGGTACCTCATCGACCGCGGCGCCGACCCAGGGATGCCTGACTCCAAGGTCGCCACGTCGC
TGCATCAcGCGGCAGAGCAAGGGCACTGCGAGGCTYTGAGYCTGCTGCTGTCCAAGOYTGTTGATGTGGaTCCCGTTTTTGG
TCATGGGACCCCGCTGCACTtGGCcTTGGCCATTctcAACGAtcaCGATCAGATTGTCAAGATCCTGCTGGAGCATGGCGCGG
ACCCcAaTAAGGTTTCCAATGCCTTCTCGCCACTCGCATTGGCATGCTGTGGGTATTCCTtGAAATGCATGAAGCTACTGGTT
GAGGCTGGCGCTGATGTAAACTTCATATGTCCCACTGGAGAATCCATTTIAATGGTGGCgGTTaATGgTGgCTCCACaGACAT
cGTCAAGTTCTTGCTAGAGaCTGGAGCTGATCCTAaCGTTcCTGACacaGGATGgCCAACTCCcAATCATGTTAGCAGCAQATC
ATAAACATCGTGAGCTTGTGGAAATTCTTTTTCCTCATACAAGACCGATICCAGTTGTTCCAGATTGGAGCATCGATGGGATT
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ACTGTAGCTATGAAATCCATaAAATCCAaGCCTCAGGTGTCAGTGGaAAAACAGGTAGCTGATCTGAAaTCACAAGGAAAGG
AAGCATTTGCAAGAGGGGACTACCTCTTTTCATCCTATATCTATAGGAAGGCAATGGAGGAAGATCCACTIGATGCCACCTTG
TTTGCTAACcGGAGCCTATGCTGGTTGCGGCTGAGAGAAGGGGAaCAAGCTCTGTTAGACGCTCGACAGTGCCGAATTATG
TGTCCTCGTTGGTCAAAGGCATGGTACCGTGAGGGCGCGGCTCTCAGCTIACTGAAGGATTACAAAGGGYCGGTTGATTCA
TTCATGCAAGCACTGCATCTTGACCCTGCGAGTGATGAGA

>isotig10154
cagaaggcttGAgccctcgegtctgecgecaccgtcgggatggcaccggecTeccagAccGTCGCACttggaCGTCGecGTCGCGCTCCAGGecGCCAccy
AcggCGaccTccGecatcTcaaGaaGatggcgagccgggtggacttgcgggacgcecacggaCGeegggCTGagcegcecctgecacctcgecgeggeccaatgggeca
ccctcgaggtctgcaagttcctggtggaggaattggggttcggtgtcaactccacctgcgacgcaggcegagtceeggtec T Tcacgecgegaccaacgggaggggagtagegtttt
gactcttgaggtacctcatcgaccgcggcgcgggacccagggatgccTJACTCcAAGGGCgCCACGCCgcTGCATTGCGCAGCaGAGgAAGGGCaC
TGTGaGgCAgtGAGACTaCTTCTGTCCAAGGUIGTTGATGTGGATCCCGTGTTTCGTCATGGGaCCCCGCTGCACTTGGCCAT
TctcAACGAtcaCGATCAGATTGTCAAGATCCTGCTGGAGCATGGCGCGGACCCCcAaTAAGGTTTCCAATGCCTTCTCGCCACT
CGCATTGGCATGCTGTGGGTATTCCTIGAAATGCATGAAGCTACTGGTTGAGGCTGGCGCTGATGTAAACTTCATATGTCCC
ACTGGAGAATCCATTTIAATGGTGGCYGTTaATGgTGgCTCCACaGACATCGTCAAGTTCTTGCTAGAGaCTGGAGCTGATCCT
AaCGTTcCTGACacaGGATGgCCAACTCCCAATCATGTTAGCAGCAgATCATAAACATCGTGAGCTTGTGGAAATTCTTTTTCCT
CATACAAGACCGATICCAGTTGTTCCAGATTGGAGCATCGATGGGATTACTGTAGCTATGAAATCCATaAAATCCAaGCCTCA
GGTGTCAGTGGaAAAACAGGTAGCTGATCTGAAaTCACAAGGAAAGGAAGCATTTGCAAGAGGGGACTACCTCTTTTCATC
CTATATCTATAGGAAGGCAATGGAGGAAGATCCACTIGATGCCACCTTGTTTGCTAACCGGAGCCTATGCTGGTTGCGGCTG
AGAGAAGGGGAaCAAGCTCTGTTAGACGCTCGACAGTGCCGAATTATGTGTCCTCGTTGGTCAAAGGCATGGTACCGTGAG
GGCGCGGCTCTCAGCTtACTGAAGGATTACAAAGGGYCGGTTGATTCATTCATGCAAGCACTGCATCTTGACCCTGCGAGT
GATGAGA

>isotig11445
GCGAATCGCGATGGCACCGGCCTCAAAaCCCICGGACTCCGACGTCGCCGTCGCGCTCCTGGCCGCCGGCGCCGGCAAC
CTCCACCTCCTcAAGATGATTGCGAACAAGGTGAACCTGCGGGaAGTCAAGGACGACGAGGGCCTGAACGCGCTCCACCA
CGCCGCGCTGAATGGTCATCTGGAGGTCTGCAGGTTCCTGGTGGAGGAATCgGGGATCYJATGTCAACTCCACATCCGGGA
GGGGaACGCCAATCCACTACGCCGCGGCTGGAGGAGACGTTCGAGTCCTCGGGTACCTCCTCGACCGCGGTGGTGACCC
AGCAATCCAAGACTCCAGGGGGGYATCCACGCCACTCCACGATGCAGCTGTGCACGGYGCACTGCGAGGCTGTGAGGCTGC
TGCTGTCCAAGGGTGTTGATGTGGACCAGCCCAGTTGTCGTGGGACGGCGCTCCACTCTGCTGCCGCCATTCCAATGATA
TGGTTATCAAGATCCTGCTGGAGCACGGTGCTGACCCCAACAAGTTTTTCCACAATATCTTCCCACtGAIGGTGGCAIGCACC
GCGAAGTCATTGAAATGCATGAAGCTACTGGTTGAGGCTGGTGCTGATGTGAACTACATATGTCCCAGTGGACCATCCATT
TTGACGGCGGCAGCTGACCAAGGTTTAACTGACATTGTCAAATTCTTGCTAGATGCTGGAGCTGATCCTAACATTGCCGAC
AAGGATGGCACATTCCCCATCATGgCAGCAGCAGCTAAGGAACATCGTGAGCTTGTGGAAATTCTTTTICCTCGGACAAGAC
CGATTCCAGACGTGCCAGATTGGAGCATCGATGGGATTATTTTCACTGTGAAATACCGAAGGTTCCAGCCTCAGGAGCCYG
TGGGAAAACAACTAGCTGATGCAAAGTCACGAGCAAAGGAAGCATTTGCAAATGGGGATTTCCTCTATGCAGCCTATTTTTA
TGAGCAGGCAATCAGGATAGACCCACTCAATGCCACCTTATTTGCCAACCGAGTTTATGCTGGCTGCGTCTAAGAGAAGGG
GAGAACGCTTTGAAAGATGCTCGGGATTGCAAAGCCTTGCGTCCTGATTGGGCAAAGGCATGGTACCGTGAGGGTGCGTC
TCTAAGCTTGTTGAAGAACTACAAAGGGGCAGTTGATGCATTTTCAGGAGCTCTCAAGCTTGACCCTACAAATGACGATATC
AAGAAAGCATTGAGGGAGGCCATGGAGTCTATGAGGAATGCTGGCCATAGTGGAggaccaaacccttgagctgtgaacatgggtgtgatact
gcatgtagctgtgaacAtgctgctgcaaagactagtttgaagcettgatcgagtittitgtgaaatgttctgtggetgettgtgaccticttatgcagggcacatgcgatgtattggattgaaCT
agttctgtaatgttttgaacactttctaggaagcggacttgctgtcctCatcaaataTTAGCGgtGttCACtCatATTAGCggTGTTccaagttgatctatgaatttgcatgcat
gcgcagatgcetgatcttgggaTGAAGTAGTCTCGCTCCTGTGTTTGGCTAGAGCTCATACTTCAGatTGCATTGTTAGTCTAGACTCTA
GagggtcATGTTGCCATTTCTTTTGTTGGTTCTGGTGTTCCATATTGTTCTAAT

>jsotig11446
GCGAATCGCGATGGCACCGGCCTCAAAaCCCtCGGACTCCGACGTCGCCGTCGCGCTCCTGGCCGCCGGCGCCGGCAAC
CTCCACCTCCTCAAGATGATTGCGAACAAGGTGAACCTGCGGGaAGTCAAGGACGACGAGGGCCTGAACGCGCTCCACCA
CGCCGCGCTGAATGGTCATCTGGAGGTCTGCAGGTTCCTGGTGGAGGAATCgGGGATCYJATGTCAACTCCACATCCGGGA
GGGGaACGCCAATCCACTACGCCGCGGCTGGAGGAGACGTTCGAGTCCTCGGGTACCTCCTCGACCGCGGTGGTGACCC
AGCAATCCAAGACTCCAGGGGGGYATCCACGCCACTCCACGATGCAGCTGTGCACGGYCACTGCGAGGCTGTGAGGCTGC
TGCTGTCCAAGGGTGTTGATGTGGACCAGCCCAGTTGTCGTGGGACGGCGCTCCACTCTGCTGCCGCCATTgCCAATGAT
ATGGTTATCAAGATCCTGCTGGAGCACGGTGCTGACCCCAACAAGTTTTTCCACAATATCTTCCCACtGAIGGTGGCAIGCACC
GCGAAGTCATTGAAATGCATGAAGCTACTGGTTGAGGCTGGTGCTGATGTGAACTACATATGTCCCAGTGGACCATCCATT
TTGACGGCGGCAGCTGACCAAGGTTTAACTGACATTGTCAAATTCTTGCTAGATGCTGGAGCTGATCCTAACATTGCCGAC
AAGGATGGCACATTCCCCATCATGgCAGCAGCAGCTAAGGAACATCGTGAGCTTGTGGAAATTCTTTTICCTCGGACAAGAC
CGATTCCAGACGTGCCAGATTGGAGCATCGATGGGATTATTTTCACTGTGAAATACCGAAGGTTCCAGCCTCAGGAGCCYG
TGGGAAAACAACTAGCTGATGCAAAGTCACGAGCAAAGGAAGCATTTGCAAATGGGGATTTCCTCTATGCAGCCTATTTTTA
TGAGCAGGCAATCAGGATAGACCCACTCAATGCCACCTTATTTGCCAACCGGAGTTTATGCTGGCTGCGTCTAAGAGAAGG
GGAGAACGCTTTGAAAGATGCTCGGGATTGCAAAGCCTTGCGTCCTGATTGGGCAAAGGCATGGTACCGTGAGGGTGCGT
CTCTAAGCTTGTTGAAGAACTACAAAGGGGCAGTTGATGCATTTTCAGGAGCTCTCAAGCTTGACCCTACAAATGACGATAT
CAAGAAAGCATTGAGGCCTGTTCTCGTTTTCTTCTACTGTTCTCAGCTGTCCTAACTGAGTTATTATCCTTGCGAAAACATTA
ACATCCGCATCCTAGCATTGAGGCACTATTTGGCATGAATCGATATATGTGAATGGCATTTTIAATAAGCCTTTIATTCCTGAA
ACTTGCAGGGAGGCCATGGAGTCTATGAGGAATGCTGGCCATAGTGGAGGACCAAACCCTTGAGCTGTGAACATGGGTGT
G

>is0tig20350
CTCGACTCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCTTCTCTCATGGCCGCCGAAGGAGACGCCGCCGCTGCCCTCTCAGCTC
GGAACAAGGTGCAGGCCtTcCTCGAGTCTGCGCGAGCTGGAGACCTCAACTCCCTCCAGAACCTCGCCGCGGCGCTCGAC
GAGGACgGCACgGGCGCCGCCTCCGTCGCCGCGGCCGTGCGCGACGCCAACAAGCGCACCGCGCTGCACTTCGLCCGCG
CGCGAGGGCCGCACCGACGTCTGCCGCTTCCTCATCGACAACCTCCGTCTCCCCGTCGACCCCAAGGACGATGATGGCG
AGACTCCACTCATCCATGCTACGCGCCAGGGCCATCTGCACACCGCCGAGTACCTCCTTGACCGTGGAGCCGATCCTTCC
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GTCGCTACCAACCTAGGAGCCACTGCGCTACACCATGCCGCAGGAATAGGGAACACGGAGCTCATGAAGCTTCTTCTCGC
CAAGGGAGTCGACGTCGAGTCCGAAAGCGACGCCGGCACTCCCCTTGTATGGGCTGCTGGTCATGCCCAGCAGGATGCaG
TCAAACTTCTACTTCAACACAATGCTAAGCCAAATACTGAAAACGCTGATGGTGTCACAGCATTGTTATCTGCTGTTGCTGC
GGGTTCCCTCCCATGCCTGGAGCTTCTAATTGAGGCAGGTGCGAACCCAAATATCAAGGCTGGTGGAGCAACICCATTGCA
TATTGCTGCAGATAGTGGAAATATAGAAGTAGTCAAATGCTTGCTTAAAGCTGGAGGTGACCCAAATATCTGCGATGATGAT
GGACTAAAACCAATTCAGGTCGCCGCTTGGAGCAATAACCGCGAAGTTGTGGAACTTCTTCTGCCAGTAACATCCCCAATTC
CAGGTGTTTCAAACTGGAGTGCAGATGGAATTATAGAACACACGCTGGCTAAAGCATCTGAGGaAAAGTCTCAATTGAAGG
AAGCGTCATCTCTGAAATCAGGCAGATCGCAACCTGTTGAGGTGTCATCCGAAGCAAAACAAAGATCCTTGGAAGCCAAAT
CAAGGGGTGATGATGCCTTCAGAAGAAAGGACTACCTTGTAGCAGTGGATGCTTACACTCAGGCTACAGAGCTGGACCCAA
ATGACGCGACAGTGCTCTCAAACAGAAGCCTGTGTTGGCTGCGGGCAGGCCAAGCTGAACGTGCTCTGGAGGATGCAAAA
GCGTGCCGAGCATTGAGGCCGGATTGGGCGAAAGCTTGCTACAGGGAAGGTGCAGCCCAGCGCCTGTTACAGAGGTTTG
AGGAAGCTGCAAATGCCTTCTATGAGGGCGTGCAACTTGAGCCAGAGAACAAAGAGCTAGTCAGCGCGTTCAGGGAGGCC
GTCGAAGCCGGGAGGAAGTTCCATGGTGTGGACAAGCCGAATCAGACACAATGAGACGACAGCTGTTTGGTGGATCGACG
CTGTACTGTTTGATTACGAGGAGGAACTAGTCTAGCTGCATGAGCAGAAACGTTTAGTGGGAATTGATGGTGAGGAACTCA
TGTTGGACGGGCAGAATTTCGAAGCCTGIGAATTTCCCAAATTTTGTGTGGCTGTGTCATTGGTTGTGGCCaTGtTTATTAGA
TTGGTATAAGCATTGCAAAGTAGGTTTTCAACTCATTGTGACCGCTCGCTTGTTGGTGCCGATCTTTTGGTTGAACAGAGTA
GCATATCATTCGGaaGAGACGG

>isotig15263
g9gATGGAGAGCGTCTTGAGGIATCTCATCGACCgcggcgCTGACCCAgGGATGCCcGGACTCCATgGGCTGCACGCCGCTGCAL
TACGCGGCAGAGGAAJGGCACTGCGAGTCTGCGAGGACACTGCTGTCCAAGGGTGTTGATGTGGACCCGCITCATATTTTT
GGGaCCCCGCTGCACTGGGCCaCTGCACTGGGCCATTGCCGCCGACCaggatCAagTTATCAAGATCCTGCTGGAGCGTGGT
GCAGacCCCAACaAGTTTGUHGATGCCTTCTCACCACTCGGATTGGCGTGCTGCAGAGGTTCCITGaAATGCATGAAGCTACT
GATCGAGGCtGGTGCTGATGTGaATTTGAGATATCCCACIGGAGATACCGTTTTAAIGACgGCAATTGATGGtggCCtcACTGAC
aTTGTCAAGTTTTTGCTAGAGGCTGGAGCTGATCCTAACATTGCCGATGAGGATGGGCATATCCCAATAATTTGCGCAGCAG
TTCATGaGCAACGCGAACTTGTTGAAATTCTACTTCCTAAGACAAGACCGATTcCATATGTGCCAGaCTgGAGCGTTGATgGG
ATaATTAGCAGTATGaAATTTCTGCGTTTCAGGGTTCAGGATGCAGCTATGGCAgaaAAAAGGTAGCTGATGCCAAATCACaA
gGaAgGGaCGCTTTTGCAAAGGGAGAGTATCTTGCAGCAATTTACTTCTACTGCATGGCAATGGAGaAAGATCCACTTGACG
CCACCTTGCTTGCCAACCGGAGCCTATGCIGGITGCGGTTGAGAGAAGGGGACAGAGCTCTGTTAGATGCTCAAGAGTGCaA
AATGATGCGTcCTCATTGGTCGAAGGCGTGGTACCGTGAGGGAGCAGCTCTCAGCTTGCTGAAGAACTACaaagggg

>isotig15264
09gATGGAGAGCGTCTTGAGGIATCTCATCGACCgcggcgCTGACCCAGGGATGCCcGGACTCCATgGGCTGCACGCCGCTGCAL
TACGCGGCAGAGGAAgGGCACTGCGAGTCTGCGAGGACACTGCTGTCCAAGGGTGTTGATGTGGACCCGCtTCATATTTTT
GGGaCCCCGCTGCACTGGGCCaCTGCACTGGGCCATTGCCGCCGACCaggatCAagTTATCAAGATCCTGCTGGAGCGTGGT
GCAGacCCCAACaAGTTTGtGATGCCTTCTCACCACTCGGATTGGCGTGCTGCAGAGGTTCCITGaAATGCATGAAGCTACT
GATCGAGGCtGGTGCTGATGTGaATTTGAGATATCCCACIGGAGATACCGTTTTAAtGACgGCAATTGATGGtggCCtcACTGAC
aTTGTCAAGTTTTTGCTAGAGGCTGGAGCTGATCCTAACALTTCCaatgaggatggccTAttcccaatcatgttagcagcacttcatgaatatcgtgage
ttgtggaaatcctttttccttgtacaaaaccgattccagctgtgccatcttggagtattgatg

>PnANK-TPR1 isotig19073
ATRQATPCTGCLVRPGYQSPEPRGDRGDPLRLAHQHPVHRPPGVPKASEDTRGKRTGEIPAPFSFLAKLCLFTRTIEATQARLP
ERGAMNRRGQARREATAAPFVYCRSTTDGNSENGLLKAALDGDLGRIKGIIRKLGMENGGRLAVKSFHKDGFGLLHCAACQGH
LEVCKYLVEELGCDPNMEAACEGLFKGGTPFMASAQSDDISTVKYLLDHGADLMKADIKGCTVLHHAVSAGSCKVTEFLLSKGIP
VDIDCGHGTPLYHAATNEQDKTLKILLDHHANPNAILCGAGTPLLSSLVYHSLKCMKLLIKAGADVNGKGSILTPLLFATONGGYTD
FVRLLLKAGANPNISDDLGRLPIELAAIRECKEEIEMLLPLTSPIPNIQNWSVDGVISYAKSKNEKPLDKGQVDRRKGIIKSQANLAF
KRKDYGVALKCYTLAINIEPDAMLY SNRSLCKLRMGDGEGALSDAYLCRMMRPDWAKACYREAAAHMILKEYKQAYDALLNAQK
LDPGNDEIERELRKAMELMNISPAED*

>PnANK-TPR2 isotig32130
LDSAAAAAAAASLMAAEGDAAAALSARNKVQAFLESARAGDLNSLQNLAAALDEDGTGAASVAAAVRDANKRTALHFAAREGRT
DVCRFLIDNLRLPVDPKDDDGETPLIHATRQGHLHTAEYLLDRGADPSVATNLGATALHHAAGIGNTELMKLLLAKGVDVESESDA
GTPLVWAAGHAQQDAVKLLLQHNAKPNTENADGVTALLSAVAAGSLPCLELLIEAGANPNIKAGGATPLHIAADSGNIEVVKCLLK
AGGDPNICDDDGLKPIQVAAWSNNREVVELLLPVTSPIPGVSNWSADGIIEHTLAKASEEKSQLKEASSLKSGRSQPVEVSSEAK
QRSLEAKSRGDDAFRRKDYLVAVDAYTQATELDPNDATVLSNRSLCWLRAGQAERALEDAKACRALRPDWAKACYREGAAQR
LLQRFEEAANAFYEGVQLEPENKELVSAFREAVEAGRKFHGVDKPNQTQ*

>PnANK-TPR3 isotig32953
PLPKPSPPPSPLRIAMAPASKPSDSDVAVALLAAGAGNLHLLKMIANKVNLREVKDDEGLNALHHAALNGHLEVCRFLVEESGIDV
NSTSGRGTPIHYAAAGGDVRVLGYLLDRGGDPAIQDSRGGSTPLHDAAVHGHCEAVRLLLSKGVDVDQPSCRGTALHSAAAIAN
DMVIKILLEHGADPNKFFHNIFPLMVACTAKSLKCMKLLVEAGADVNYICPSGPSILTAAADQGLTDIVKFLLDAGADPNIADKDGTF
PIMAAAAKEHRELVEILFPRTRPIPDVPDWSIDGIIFTVKYRRFQPQEPVGKQLADAKSRAKEAFANGDFLYAAYFYEQAIRIDPLNA
TLFANRSLCWLRLREGENALKDARDCKALRPDWAKAWYREGASLSLLKNYKGAVDAFSGALKLDPTNDDIKKALREAMESMRN
AGHSGGPNP*

>PnANK-TPR4 isotig35667

LEVCKFLVVESGLDVNGTDDDGRTPIALAAAEGKVSVLVYLLGAGGDPAVPDADGATPLHRAAEHGHHEAVRLLLSKGVDVDTF
HPRHGSPLHMTIAKDHDQALKVLLEHGADVNRVILHMLTPLVMACWVRSWKCMKLLVEAGADLNFRSPFGPTALMKAAAAGFT
DVVKFLLEAGADPNIFDEFGKNAIMVAADKGLRDVVEILFPWTKPIAYVPNWSVDGIIFMKSEFFNDMDEADAKRQGNKAFAKGE
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YFSAMYLYTTAMFKHPLDATLLSNRSLCWLRMGDGMKALLDAQNCKMLRPHWSKAWYREGAALSLLKNYEGAANAFAEALKFD
PENDELKTALREAIEALTSDARS*

>isotig18298
ATCTATTTCTCTCCCATTATTTCCATTGCATTCGCATGCCTTGGCGTTGCAAGCCAAGAACACCAACCAGCgaCGAAGCAGC
CAAGCAGGGAGGCTAGCAAGCAGAAGGGGCGGTCGAGGATCGGAGGTGGATTGCTTGAGCAATGGCGACGACGGGCCT
GGGGTTCGAGGAGACGGAGCTCCGGCTGGGCCTGCCCGGCGGCGGCGGCGGCGGGGGAGGAGAGGGCGAGGGCAGG
AGCTCCTCCGGCAAGCGGGGCTTCGCCGAGACCATCGACCTCaaaCTGAAGCTGGAGCIGGCGGCCGTGGTGGTGAACGA
GGAGGATGAGGCGGCGGCGGAGGACGGTGCCACGGGTGGTGGCGTGGCCGCCGCCGCGGCGACGGAGGAATCGTCCC
CCACCGCGGCCGGGAAGATGAAGAGGTCCCCGAGCCAGTGCAGCGTCGTCACCGCCGCCGCCGCCCAGCCCGACCCCG
CCGAGAAGCCGCGCGCCCCCAAGGCTCAGGTGGTGGGATGGCCGCCGGTGCGGTCCTTCCGGAAGAACATCATGTCCGT
GCAGTCCGAGAAAGGCGCCGGCGGCAAGGACGCCGACGGCGACAAGTCCAGCTCGCCGGCGGCCGCCGCGTTTGTCAA
GGTGAGCTTGGACGGCGCGCCGTACCTGCGCAAGGTGGACCTCAAGATGTACAAGAGCTACCAGGACCTGTCCAAGGCG
CTCGAGAAGATGTTCAGCTCCTTCACCATCGGAAGCTGTGGGTCTCAGGGGATGAACGGCATGAACGAGAGCAAGCTGGT
GGATCTGCTCAACGGCTCTGAGTACGTGCCGACCTACGAGGACAAGGACGGCGACTGGATGCTCGTCGGCGACGTGCCG
TGGGAGATGTTCGTCGAATCGTGCAAGCGCCTTCGGATCATGAAAGGATCAGAAGCCATTGGCCTCGCACCAAGGGCCAT
GGAGAAATGCAAGAACAGAAGCTGAGGAGAAGATGGGCGACGCATGCATCTGAATTATTCTGAGTACCATGGATCTCATCG
GATGCAAGAAGGACCACAGCCTCCACAGCTCTGCTCGTCTCTGTATCATACTCGTCCCTGTGTTCTCCAAGCCTCTACTAC
CACCTCCTGATAATATCAGTGGAGTCATTTTGGTGTGTCAACTGTCCTATCTGTTCCAGTGAGTCAGTAAGACAGTCAGTCA
GTGTTCGAGTCTCATCTTGTCATATATACTTCTACTACGAAAGAGAGAAGCCATGAACGTGTACCTGTCCTATAACAGTGTCT
TTTTGCTCTACCTGTTCCCTTTTTTtCCACAAAATGCAAAGGCACCCTGCTCCTAATCAATCAAGGGGGCTCTTTTGCATCTT
GTCGATCAAAAGTTGTTTAATTAATATTACCATGGTGTGCCACTGGGACAAAATAATTGTTGCAGGCTGTTAAAAAGCTGTAT
TGTATTATCATCTCCTCTCCCTTCCTTCTTTGTTCTTTCACCATATTGGTGTTAACTGTTCCATGCAGTAGCTAGGATTACAAA
CTCCATGATGAAAGATATTGAGATGCCTTGTTTTGTGQTG

>isotig06658
GCGGTATATATGTTACAGGCTTACTTTCAGGGTAGCGATAAATTGAACTTAACAAACATTGCTATGATACAGAGGGGAGCAG
AAGCGAGCGTGTCCATATATATCCTTGCATGCAGTTAATAGCCGGACGCTTTGCATCGCCTTCCTCGATCAGCAACTGTTCT
TGCACTTGTCCATCGCCCTCGGCGCGAGTCCGACGGCTTCCGATCCTTTCATGATCCGGAGGCGCTTGCACGACTCCACG
AACATGTCCCAGGGGACGTCGCCGACGAGCATCCAGTCGCCGTCCTTGTCCTCGTACGTGGGCACGTACTCGGAGCCGC
TGAGCAGGTCCGCCAGCTTGGTCTCGTTCATGCCCTTCATCCCCTGCGACCCGCAGCTGCCGATGGAGAAGGAGCTGAAC
ATCTTCTCCAGCGCCTTGGACAGCTCCTGGTAGCTCCCGTACGTCCTCAGGTCCACCTTGCGCAGGTACGGCGCGLCCGTC
CATGCTCACCTTCACCAACJCCGCCGCGCCGGCGCCGGCGCCGGAGGACCTGCTGCCGTCGTCCTTGTCGCCTCCGLCCC
TTCTGCTGAGACGACGACTGGACGGCGAGGATGTTCTTGCGGAACGACCGGACGGGCGGCCAGCCCACCGLCCTGLGCCT
TGGGTGCGCGAGGCTTATCGGGGTCCGGCTGCGCGGCGGCGGTGACCACGCTGCTCTGGCTCGGCGACCTCTTCATGGT
ACCTGCGCCGCCGCCGGCGGCTGCTGCCGCAGGCGACGACAGTGGCGCCGTGGCGGGGACGAGGACGACGGLGTCGG
CGGCCGCTGCCTCTTGCTCCTCCTCTTCCACAGGGTGATGTGCCGCGGCCGATGACGCCGACGCCGGCTGCTCCAGCTTC
AGCTTCAGGTCGATGGTCTCCTCGAAACCCCGCTTCCTCGCCGCCGCGGCGTCCCCGGCGTCGCTGCCGCCGCCGGGCA
GGCCGAgCCGGAGCTCGGTCTCCTCGAACCCGAGGCCCGCCATTCAGTGTCTCTCTCCAATGCGCGCGCGGCAGATAGA
GTGGCTTTGTCTTTTGGATTATGAGAACACAGACACAGACACAGGCCGGCCGGCAGCAGGATGCAGCAaACGCA

>isotig06657
GCGGTATATATGTTACAGGCTTACTTTCAGGGTAGCGATAAATTGAACTTAACAAACATTGCTATGATACAGAGGGGAGCAG
AAGCGAGCGTGTCCATATATATCCTTGCATGCAGTTAATAGCCGGACGCTTTGCATCGCCTTCCTCGATCAGCAACTGTTCT
TGCACTTGTCCATCGCCCTCGGCGCTGAACAAAaTCAACATAGACCAGACAGCCAAAGCGCGCATCATCTCGTTAGCATCA
GGTATTCAGTtCAGAACTTCAGATGAGCAAAAGAACAGTGTGCAATTTTTTTIcGGATGCAGCAATTGAGCATGCAGTGACTG
ACCGAGTCCGACGGCTTCCcGATCCTTTCATGATCCGGAGGCGCTTGCACGACTCCACGAACATGCTgCAAAATTCCCCAGG
AAAGAGAAGAAATAGATGCACGGTGAGGAGAACTGATCATTTGTCIGTGAGTGTCGGCGGGCGGGTGGCGGCGGCGCTTA
CTCCCAGGGGACGTCGCCGACGAGCATCCAGTCGCCGTCCTTGTCCTCGTACGTGGGCACGTACTCGGAGCCGCTGAGC
AGGTCCGCCAGCTTGGTCTCGTTCATGCCCTTCATCCCCTGCGACCCGCAGCTGCCGATGGAGAAGGAGCTGAACATCTT
CTCCAGCGCCTTGGACAGCTCCTGGTAGCTCCCGTACGTCCTCAGGTCCACCTTGCGCAGGTACGGCGCGCCGTCCATGC
TCACCTTCACCAACgCCGCCGCGCCGGCGCCGGCGCCGGAGGACCTGCTGCCGTCGTCCTTGTCGCCTCCGCCCTTCTGC
TGAGACGACGACTGGACGGCGAGGATGTTCTTGCGGAACGACCGGACGGGCGGCCAGCCCACCGCCTGCGCCTTGGGT
GCGCGAGGCTTATCGGGGTCCGGCTGCGCGGCGGCGGTGACCACGCTGCTCTGGCTCGGCGACCTCTTCATGGTACCTG
CGCCGCCGCCGGCGGCTGCTGCCGCAGGCGACGACAGTGGCGCCGTGGCGGGGACGAGGACGACGGLCGTCGGLGGLC
GCTGCCTCTTGCTCCTCCTCTTCCACAGGGTGATGTGCCGCGGCCGATGACGCCGACGCCGGCTGCTCCAGCTTCAGCTT
CAGGTCGATGGTCTCCTCGAAACCCCGCTTCCTCGCCGCCGCGGCGTCCCCGGCGTCGCTGCCGLCCGLCCGGGCAGGLC
GAgCCGGAGCTCGGTCTCCTCGAACCCGAGGCCCGCCATTCAGTGTCTCTCTCCAATGCGCGCGCGGCAGATAGAGTGGC
TTTGTCTTTTGGATTATGAGAACACAGACACAGACACAGGCCGGCCGGCAGCAGGATGCAGCAaCGCA

>is0tig21549_sex
CTCCTACACCCACCACTGCAACCCCAAATCTCCAGCGCGGAGACGAGCAGAGACCCAAGAAGAAGACGAAGCAAGCAAGC
AGAAGCTTAGCTAGCTAGCGGTGGAGCTGCCCACGGCCAGAGAGGCGACGACGGCCGCGACAGGCTAGCCGACCAGCA
GCTAGCTAGCTCCCGCGGAGCCGATGGCTGGCGCCGACGTCGACGTCGGGACGGAGCTCCGGCTCGGCCTGCCGGGAG
GAGGCGCCGAGGCGGCCAAGGCCGCGAAGAGGGGTTTCGAGGACACCATCGACCTCAAGCTGAAGCTGCCCACCGCCG
GCATGGAGGAAGCCGCCGCCGTCAAGCCGGAGCCGGCCGCCGAGAAGGCAAAGAGGCCCGCgGAGGCGCCGGACGCT
GATGCCGAGAAGCCACCAGCACCCAAGGCACAAGCTGTGGGTTGGCCACCAGTCCGATCATACCGCAGGAACGTCATGAC
CGTCCAATCTGTGAAGAGCAAGAAGGAAGAAGAACCTGAGAAGCAACAGTCCGCTGTTACAGCCGGCAGCAACAGCTCTG
CCTTCGTGAAGGTCAGCATGGACGGTGCGCCGTACCTACGCAAGGTGGACCTGAAGATGTACGACAGCTACAAGGACCTC
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TCCATTGCTCTGAAGAAGATGTTCAGTACCTTCGCCACAACTGGAAaCAACATGAaTGAaAAATTGGTTGATCCAGTGAGCG
GTGCTGATGTTGTCACTACTTATGAAGACAAAGATGGCGACTGGATGCTTGTTGGTGATGTTCCGTGGGAGATGTTTGTCG
AGTCATGCAAGCGCCTGAGGATCATGAAGAGTTCTGAAGCCATTGGTCTTGCACCAAGAGCCAAGGACAAGTGCAAGAACA
AGAGCTGAACAAGATGCAGTGTTAAGACGCTGCACATTGTGTCATAAGAATGGTGCCCTTGCAGTATGCTACGGTTTTTCTA
GAAATATAATGTTTTAATTACTAGTTGGAGGGAGAGCTGTCTTGTTCAATTTGTTCATGGACCAGAAGCAATAATCTATCTGT
GTGTAGCTGGATTGGTGTTATGTGATGTCCCCcTACTGTGTGTCCCAGAATCTACTTGGCGATTTTATTCCACTGTTGTTAATC
AAGCTTGTGTGATTGTTAAGTAAAGGGCATCAATGAGACTATTATTATTAIGGTaCCTTGTAAGCCAAC

>isotig21112_apo
gccccccaccccctcctCTCCCTATCTATTTCTCTCCCATTATTTCCATTGCATTCGCATGCCTTGGCGTTGCAAGCCAAGAACACCA
ACCAGCAACGAAGCAGCCAAGCAGGGAGGCTAGCAAGCAGAAGGGGCGGTCGAGGATCGGAGGTGGATTGCTTGAGCAA
TGGCGACGACGGGCCTGGGGTTCGAGGAGACGGAGCTCCGGCTGGGCCTGCCCGYCGYCGGCGGCYgaGGCGGGGGAG
GAGAGGGCGAGGGCAGGAGCTCCTCCGGCAAGCGGGGCTTCGCCGAGACCATCGACCTCAAGCTGAAGCTGGAGCCGG
CGGCCGTGGTGGTGAACGAGGAGGATGAGGCGGCGGCGGAGGACGGTGCCACGGGTGGTGGCGTGGCCGCCGCCGCG
GCGACGGAGGAATCGTCCCCCACCGCGGCCGGGAAGATGAAGAGGTCCCCGAGCCAGTGCAGCGTCGTCACCGCCGCC
GCCGCCCAGCCCGACCCCGCCGAGAAGCCGCGCGCCCCCAAGGCTCAGGTGGTGGGATGGCCGCCGGTGCGGTCCTTC
CGGAAGAACATCATGTCCGTGCAGTCCGAGAAAGGCGCCGGCGGCAAGGACGCCGACGGCGACAAGTCCAGCTCGCCG
GCGGCCGCCGCGTTcGTCAAGGTGAGCTTGGACGGCGCGCCGTACCTGCGCAAGGTGGACCTCAAGATGTACAAGAGCT
ACCAGGACCTGTCCAAGGCGCTCGAGAAGATGTTCAGCTCCTTCACCATCGGAAGCTGTGGGTCTCAGGGGATGAACGGC
ATGAACGAGAGCAAGCTGGTGGATCTGCTCAACGGCTCTGAGTACGTGCCGACCTACGAGGACAAGGACGGCGACTGGAT
GCTCGTCGGCGACGTGCCGTGGGAGATGTTCGTCGAATCGTGCAAGCGCCTTCGGATCATGAAAGGaTCAGAAGCCATTG
GCCTCGCACCAAGGGCCATGGAGAAATGCAAGAACAGAAGCTGAGGAGAAGATGGGCGACCATGCATCTGAATTATTCTG
AGTACCATGGATCTCATCGGATGCAAGAAGGACCACAGCCTCCACAGCTCTGCTCGTCTCTGTATCATACTCGTCCCTGTG
TTCTCCAAGCCTCTACTACCACCTCCTGATAATATCAGTGGAGTCATTTTGGTGTGTCAACTGTCCTATCTGTTCCAGTGAGT
CAGTAAGACAGTCAGTCAGTGTTCGAGTCTCATCTTGTCATATATACTTCTACTACGAAAGAGAGAAGCCATGAACGTGTAC
CTGTCCTATAACAGTGTCTTTTTGCTCTACCTGTTCCCTTTTTTtCCACAAAATGCAAAGGCACCCTGCTCCTAATCAATCAAG
GGGGCecTTTTGCATCTTGTCGATCAAAAGTTGTTTAATTAATATTACCATGGTGTGCCACTGGGACAAAATAATTGTTGCAGG
CTGTTAAAAAGCTGTATTGTATTATCATCTCCTCTCCCTTCCTTCTTTGTTCTTTCACCATATTGGTGTTAACTGTTCCATGCA
GTAGCTAGGATTaCAAACTCCATGATGAAAGATATTGAGATGCCTTGTTTG

>isotig23154
GCCcCATATTCACGCCATCTTTGTTACGCGTATATTACACACATATATACTTCATATAACAAGATGCGAAACTTAACCACGATAG
TTCATGGGGTCCCTAAATTAAGAAAGAAAGAAACACACTAAAACATGAAGACGTACACGTACTCCATACAGTACAGTACGCC
TTAACTGAGACGGTATATATGTTACAGGCTTACTTTCAGGGTAGCGATAAATTGAACTTAACAAACATTGCTATGATACAGAG
GGGAGCAGAAGCGAGCGTGTCCATATATATCCTTGCATGCAGTTAATAGCCGGACGCTTTGCATCGCCTTCCTCGATCAGC
AACTGTTCTTGCACTTGTCCATCGCCCgCGGCGCGAGTCCGACGGCTTCCGATCCTTTCATGATCCGGAGGCGCTTGCACG
ACTCCACGAACATGTCCCAGGGGACGTCGCCGACGAGCATCCAGTCGCCGTCCTTGTCCTCGTACGTGGGCACGTACTCG
GAGCCGCTGAGCAGGTCCGCCAGCTTGGTCTCGTTCATGCCCTTCATCCCcTGCGACCCGCAGCTGCCGATGGaGAAGGA
GCTGAACATCTTCTCCAGCGCCTTGGACAGCTCCTGGTAGCTCCCGTACGTCCTCAGGTCCACCTTGCGCAGGTACGGCG
CGCCGTCCATGCTCACCTTCACCAACGCCGCCGCGCCGGCGCCGGAGGACCTGCTGCCGTCGTCCTTGTCGCCTCCGCC
CTTCTGCTGAGACGACGACTGGACGGCGAGGATGTTCTTGCGGAACGACCGGACGGGCGGCCAGCCCACCGLCTGLGCC
TTGGGTGCGCGAGGCTTATCGGGGTCCGGCTGCGCGGCGGCGGTGACCACGCTGCTCTGGCTCGGCGACCTCTTCATGG
TACCTGCGCCGCCGCCGGCGGCTGCTGCCGCAGGCGACGACAGTGGCGCCGTGGCGGGGACGAGGACGACGGCGTCG
GCGGCCGCTGCCTCTTGCTCCTCCTCTTCCACAGGGTGATGTGCCGCGGCCGATGACGCCGACGCCGGCTGCTCCAGCTT
CAGCTTCAGGTCGATGGTCTCCTCGAAaCCCCGCTTCCTCGCCGCCGCGGCGTCCCCGGCGTCGCTGCCGCCGLCCGGGL
AGGCCGAGCCGGAGCTCGGTCTCCTCGAaCCCGAGGCCCGCCATTCAGTGTCTCTCTCCAaTGCGCGCGCGGCAGATAGA
GTGGCTTTGTCTTTTGGATTATGAGAACACAGACACAGACACAGGCCGGCCGGCAGCAGGaTGCAGCAACGCAAGAAGGT
GTCTGAGAGGAAGAAATGATAATGGCAG

>isotig08581_apo
CcACcTCCTACACCCACCACTGCAACCCCAAATCTCCAGCGCGGAGACGAGCAGAGACCCAAGAAGAAGACGAAGCAAGC
AAGCAGAAGCTTAGCTAGCTAGCGGTGGAGCTGCCCACGGCCAGAGAGGCGACGACGGCCGCGACAGGCTAGCCGACC
AGCAGCTAGCTAGCTCCcGCGGAGCCGATGGCTGGCGCCGACGTCGACGTCGGGACGGAGCTCCGGCTCGGCCTGCCG
GGAGGAGGCGCCGAGGCGGCCAAGGCCGCGAAGAGGGGTTTCGAGGACACCATCGACCTCAAGCTGAAGCTGCCCACC
GCCGGCATGGAGGAAGCCGCCGCCGTCAAGCCGGAGCCGGCCGCCGAGAAGGCAAAGAGGCCCGCGGAGGCGLCCGGA
CGCTGATGCCGAGAAGCCACCAGCACCCAAGGCACAAGCTGTGGGTTGGCCACCAGTCCGATCATACCGCAGGAACGTC
ATGACCGTCCAATCTGTGAAGAGCAAGAAGGAAGAAGAACCTGAGAAGCAACAGTCCGCTGTTACAGCCGGCAGCAACAG
CTCTGCCTTCGTGAAGGTCAGCATGGACGGTGCGCCGTACCTACGCAAGGTGGACCTGAAGATGTACJACAGCTACAAGG
ACCTCTCCATTGCTCTGAAGAAGATGTTCAGTACCTTCGCCACAACTGGAAACAACATGAATGAAGGGAAATTGGTTGATCC
AGTGAGCGGTGCTGATGTTGTCACTACTTATGAAGACAAAGATGGCGACTGGATGCTTGTTGGTGATGTTCCGTGGGAGAT
GTTTGTCGAGTCATGCAAGCGCCTGAGGATCATGAAGAGTTCTGAAGCCATTGGTCTTGCACCAAGAGCCAAGGACAAQTG
CAAGAACAAGAGCTGAACAAGATGCAGTGTTAAGACGCTGCACATTGTGTCATAAGAATGGTGCCCTTGCAGTATGCTACG
GTTTTTCTAGAAATATAATGTTTTAATTACTAGTTGGAGGGAGAGCTGTCTTGTTCAATTTGTTCATGGACCAGAAGCAATAA
TCTATCTGTGTGTAGCTGGATTGGTGTTATGTGATGTCCCCTACTGTGTGTCCCAGAATCTACTTGGCGATTTTATTCCACTG
TTGTTAATCAAGCTTGTGTGATTGTTAAGTAAAGGGCATCAATGAGACTATTATTATTATGGTACCTTGTAAGTTAACCTGTTT
GTtAATTGTCAaTACAATATTTGGCAAL
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>isotig08582_apo
CcACCTCCTACACCCACCACTGCAACCCCAAATCTCCAGCGCGGAGACGAGCAGAGACCCAAGAAGAAGACGAAGCAAGC
AAGCAGAAGCTTAGCTAGCTAGCGGTGGAGCTGCCCACGGCCAGAGAGGCGACGACGGCCGCGACAGGCTAGCCGACC
AGCAGCTAGCTAGCTCCcGCGGAGCCGATGGCTGGCGCCGACGTCGACGTCGGGACGGAGCTCCGGCTCGGCCTCCGG
GAGGAGGCGCCGAGGCGGCCAAGGCCGCGAAGAGGGGTTTCGAGGACACCATCGACCTCAAGCTGAAGCTGCCCACCG
CCGGCATGGAGGAAGCCGCCGCCGTCAAGCCGGAGCCGGCCGCCGAGAAGGCAAAGAGGCCCGCGGAGGCGCCGGAC
GCTGATGCCGAGAAGCCACCAGCACCCAAGGCACAAGCTGTGGGTTGGCCACCAGTCCGATCATACCGCAGGAACGTCAT
GACCGTCCAATCTGTGAAGAGCAAGAAGGAAGAAGAACCTGAGAAGCAACAGTCCGCTGTTACAGCCGGCAGCAACAGCT
CTGCCTTCGTGAAGGTCAGCATGGACGGTGCGCCGTACCTACGCAAGGTGGACCTGAAGATGTACJACAGCTACAAGGAC
CTCTCCATTGCTCTGAAGAAGATGTTCAGTACCTTCGCCACAACTGGGAAATTGGTTGATCCAGTGAGCGGTGCTGATGTT
GTCACTACTTATGAAGACAAAGATGGCGACTGGATGCTTGTTGGTGATGTTCCGTGGGAGATGTTTGTCGAGTCATGCAAG
CGCCTGAGGATCATGAAGAGTTCTGAAGCCATTGGTCTTGCACCAAGAGCCAAGGACAAGTGCAAGAACAAGAGCTGAACA
AGATGCAGTGTTAAGACGCTGCACATTGTGTCATAAGAATGGTGCCCTTGCAGTATGCTACGGTTTTTCTAGAAATATAATG
TTTTAATTACTAGTTGGAGGGAGAGCTGTCTTGTTCAATTTGTTCATGGACCAGAAGCAATAATCTATCTGTGTGTAGCTGGA
TTGGTGTTATGTGATGTCCCCTACTGTGTGTCCCAGAATCTACTTGGCGATTTTATTCCACTGTTGTTAATCAAGCTTGTGTG
ATTGTTAAGTAAAGGGCATCAATGAGACTATTATTATTATGGTACCTTGTAAGTTAACCTGTTTGTIAATTGTCAaTACAATATT
TGGCAAt

>isotig33023
MATTGLGFEETELRLGLPGGGGGGGGGEGEGRSSSGKRGFAETIDLKLKLEPAAVVVNEEDEAAAEDGATGGGVAAAAATEES
SPTAAGKMKRSPSQCSVVTAAAAQPDPAEKPRAPKAQVVGWPPVRSFRKNIMSVQSEKGAGGKDADGDKSSSPAAAAFVKVS
LDGAPYLRKVDLKMYKSYQDLSKALEKMFSSFTIGSCGSQGMNGMNESKLVDLLNGSEYVPTYEDKDGDWMLVGDVPWEMFV
ESCKRLRIMKGSEAIGLAPRAMEKCKNRS*

>isotig22209
MAGLGFEETELRLGLPGGGSDAGDAAAARKRGFEETIDLKLKLEQPASASSAAAHHPVEEEEQEAAAADAVVLVPATAPLSSPA
AAAAGGGAGTMKRSPSQSSVVTAAAQPDPDKPRAPKAQAVGWPPVRSFRKNILAVQSSSQQKGGGDKDDGSRSSGAGAAAL
VKVSMDGAPYLRKVDLRTYGSYQELSKALEKMFSSFSIGSCGSQGMKGMNETKLADLLSGSEYVPTYEDKDGDWMLVGDVPW
DMFVESCKRLRIMKGSEAVGLAPRAMDKCKNSC*

>jsotig22208
MAGLGFEETELRLGLPGGGSDAGDAAAARKRGFEETIDLKLKLEQPASASSAAAHHPVEEEEQEAAAADAVVLVPATAPLSSPA
AAAAGGGAGTMKRSPSQSSVVTAAAQPDPDKPRAPKAQAVGWPPVRSFRKNILAVQSSSQQKGGGDKDDGSRSSGAGAAAL
VKVSMDGAPYLRKVDLRTYGSYQELSKALEKMFSSFSIGSCGSQGMKGMNETKLADLLSGSEYVPTYEDKDGDWMLVGDVPW
E*

>isotig22774
MAGADVDVGTELRLGLPGGGAEAAKAAKRGFEDTIDLKLKLPTAGMEEAAAVKPEPAAEKAKRPAEAPDADAEKPPAPKAQAVG
WPPVRSYRRNVMTVQSVKSKKEEEPEKQQSAVTAGSNSSAFVKVSMDGAPYLRKVDLKMYDSYKDLSIALKKMFSTFATTGNN
MNEGKLVDPVSGADVVTTYEDKDGDWMLVGDVPWEMFVESCKRLRIMKSSEAIGLAPRAKDKCKNKS*

>isotig22775
MAGADVDVGTELRLGLPGGGAEAAKAAKRGFEDTIDLKLKLPTAGMEEAAAVKPEPAAEKAKRPAEAPDADAEKPPAPKAQAVG
WPPVRSYRRNVMTVQSVKSKKEEEPEKQQSAVTAGSNSSAFVKVSMDGAPYLRKVDLKMYDSYKDLSIALKKMFSTFATTGKL
VDPVSGADVVTTYEDKDGDWMLVGDVPWEMFVESCKRLRIMKSSEAIGLAPRAKDKCKNKS*

>isotig36834
LSHPHPQTHELSISQETSSPSLSASSWELDPSPPQRTRDFRSWYACGVWLDMAPPQERDYIGLSPAAAATELRLGLPGTEDAEG
GEAAAGTPLTLELLPKGGAKRGFADAIVRREAAARGKAPAEDEEEDKKKAQAPAAKAQVVGWPPIRSYRKNTMAMNQPTLKSK
DEVEAKQELVHDCLYVKVSMDGAPYLRKVDLKTYKNYKELSLALEKMFSCFTVGHDESTGKSGREGQSDCRLMDLKNGTELVL
TYKDKDGDWMLVGDVPWRMFTGSCRRLRIMKGSDAVGLAPRTSEKSKHGN*

>isotig05559
SSPLSPLPHAQTTTPYLPHPSVHVLLLPMSPPLELDYIGFSPPPAAAAKDAAEDLKGTELRLGLPGSESPDRRVAATTATTLDLLP
AKGAKRGFSDEAPPPSPAATAGKGKKVAEEEDDKKAAATPQPAAKAQVVGWPPIRSYRKNTLATTQLKGSKEDAEAKQGQGFL
YVKVSMDGAPYLRKIDLKTYKNYKDLSTALEKMFSGFSTGKDGLSEYCKDGEYVLTYEDKDGDWMLVGDVPWEMFADSCRRLR
IMKGSDAIGLAPRAADKSKNRN*

>isotig05557
SSPLSPLPHAQTTTPYLPHPSVHVLLLPMSPPLELDYIGFSPPPAAAAKDAAEDLKGTELRLGLPGSESPDRRVAATTATTLDLLP
AKGAKRGFSDEAPPPSPAATAGKGKKVAEEEDDKKAAATPQPAAKAQVVGWPPIRSYRKNTLATTQLKGSKEDAEAKQGQGFL
YVKVSMDGAPYLRKIDLKTYKNYKDLSTALEKMFSGFSTGKDGLSEYCKDGEYVLTYEDKDGDWMLVGDVPWEMFADSCRRLR
IMKGSDAIGLAPRAADKSKNRN*

>isotig05558
SSPLSPLPHAQTTTPYLPHPSVHVLLLPMSPPLELDYIGFSPPPAAAAKDAAEDLKGTELRLGLPGSESPDRRVAATTATTLDLLP
AKGAKRGFSDEAPPPSPAATAGKGKKVAEEEDDKKAAATPQPAAKAQVVGWPPIRSYRKNTLATTQLKGSKEDAEAKQGQGFL
YVKVSMDGAPYLRKIDLKTYKNYKDLSTALEKMFSGFSTGKDGLSEYCKDGEYVLTYEDKDGDWMLVGDVPWEMFADSCRRLR
IMKGSDAIGLAPRAADKSKNRN*
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>isotig37255
SARSPARSPTRRRRAPAMSVETERSSTESSAASGIDFEDTALTLTLRLPGSAAAAAASSSSSSPAFPDADRKRASDADRSSPLAA
ADADASADEAPAPKARVVGWPPVRSYRKNALADAAGASSRAGKRAAKFVKVAVDGAPYLRKVDLEAYAGYDQLLRALQDKFFS
HFTIRKFADDERKLVDAVNGTEYVPTYEDKDGDWMLVGDVPWKMFVETCQRLRLMKSSEAVNLAPRAAR*

>isotig39351
RAAALHSSSSSSSSPAPRLTLRLGLPGSESPARDRDDVAAALSLGPLHSLPKLPAAPTCAASAKRAFPDPAHRTGAGAKASDDK
QASHAAPPAAKAQVVGWPPVRNYRKNTLAAASASKSKAPAEGAAASGGGGPMYVKVSMDGAPYLRKVDIGMYSSYEDLSVAL
EKMFSCFIAGQSGLCKSSSKDRLNNGSNADAVQDSEYVLTYEDKDADWMLVGDLPWDLFTTICRKLKIMRGSDAVGIAPRTIEQT
GONK*

>isotig35347
RLHTSSPNEPTNKKRRPLAALAWLHHLHASPSRVRLPPPASPMLPPLEARDYIGLGAGAGASSCCSSSSSSGGEGGAGPHLALR
LGLPGSDSPGRGADVDAALTLGPAPPPPRGGAKRGFEDSLDRSAVKRDAAAAADGAGGGVRAEGMGVAETAAAGAPRAAKAQ
VVGWPPVRSYRKNTLAATATKPKGEDEGRSEAGCCYVKVSMDGAPYLRKVDLKTYSSYEDLSIGLEKMFSCFITGKNSSCKPSR
KERLTDGSRADALQDQEYVLTCEDKDADWMLVGDLPWDLFTTTCRKLRIMRGSDAAGMAPRSLEQIGRNK*

>isotig08196
TKFLSSSSSIASVHPPPSSSLSVSSRTGKLASLSISELLLSPMEIDADNLSATELRLGLPGTSSGDDGCWQKKPSLPGVGGTKRAL
DDTRSEASGTSPAGTAADDDHDATAPAKAQVVGWPPVRAYRKNTFQAAAAAAKKAEPPQQQGGGGGLYVKVSMDGAPYLRK
VDLRMYKGYRELRDALDALFTKSSAGAAADGGDQQQHAVAYEDKDGDLMLVGDVPWDMFVSSCKKLRIMKGSEAR*

>isotig08195
MEIDADNLSATELRLGLPGTSSGDDGCWQKKPSQPGVGGTKRALDDTRSEASGTSPAAAGAAADDDHDATAPAKAQVVGWPP
VRAYRKNTFQAAAAAAKKAEPPQQQGGGGGLYVKVSMDGAPYLRKVDLRMYKGYRELRDALDALFTKSSAGAAADGGDQQQ
HAVAYEDKDGDLMLVGDVPWDMFVSSCKKLRIMKGSEAR*

>isotig20433
MSEEPARSSTESSSAASSGLDFEDTALTLRLPGSAAADRSPRASHAPPSPKAQVVGWPPVPRNRRNALPRSKFVKVAVAGAPY
QRKVDLEAYAGYQQLLAALQDMFTSHFTVRRVGDEEMELVDVVSGVEYVPTYEDKDGDWMLVGDVPWRMFVEACQRLRLMK
SSEVVNLAPRDAQ*

>isotig36601
MSTATANSAASPAVSGLDYDDTALTLALPGSSSAADRNKRAADHDDKPPSPKARAVGWPPVRTYRRNALRDDEAKLVKVAVDG
APYLRKVDLAAHDGYAALLRALHAMFASCLHADGAARKLVDAATGAEYVPTYEDKDGDWMLVGDVPFKMFVDSCKRIRLMKSS
EAVNLSPRTSLR*

>isotig37906
EKLAAITVPEQTHRQVTYFGGGSHVDNMETVVGDLMATELRLGLPGTAGDSQPPQMRAPSTPRGKKRTCTTDAVAEDAAAAAA
AEEAASNNRDVEAAPPAAKAPVVGWPPVRSYRKSCFVQQAATTNTKQSKQQLAANKEEAAAPSGGNTTAASAATTAGAAAAA
GGSFVKVSMDGAPYLRKVDLRMYKGYRELREALEAMFVSSNNSGGANLSEFAVTYQDKDGDLMLVGDVPFEMFTGTCKKLRIM
KRSEATGLGGSARQ*

>jsotig21828
MAWRGRLGEPGDTGLELSLGLPAYFAKPSGLDTAGEESGDAAPPLALRAAKGSDGSKARAARPASAAPVVGWPPVRSFRRNL
ASSRPSPQSSSSAHHQDGGDAAKGGGERGAHKGGGLGLFVKINMDGVPIGRKVDLRAYSGYAELSAAVGKLFRGLLAAQRDPS
AAAAAGSRRCGEEAEAEEAGEPVIGGDYTLVYEDEEGDRVLVGDVPWEMFVATAKRLRVLKASDLPASSLRAGGGRKRAAAD*

>isotig23440
GGGGGVFWSAFERVSSPPRTSPMGDSKERAALLRLLDLIPDGKQWNASGAESAGRSRNAGFGSEEDRELELKLGLPGLVVEET
AAVPRDEGVQRERPPVLSLGCCREPLKPMVNTATAGTKRGFLDTIEAKTEGCDGQKQQAGAGCGNELALENLTTASERKKGCC
APTPQHAPPATVRSRPQAQGRGSSAPVVGWPPIRSFRRNLAHGSSSKQSTEPQRGEASMKEKLACKKNPLVKINMDGIPIGRKY
DLAAYDSYERLSLAVKELFHGFLEAQKDLSSVESTQLGADEKIFSQLLDGSGEYTLVYEDNEGDRMLVGDVPWNVFVSTAKRLR
VLRSSELSHGLAGVAPRRVPNC*

>isotig38167
RAYKESQPAHDDLQCTHAVSLELVLGGDPPGGEQLELGGVEMGDAAESSKAALHNWMGEPSPAPASDQDDEEKGLQLSLGLP
GAGGGGGGGGAAAGWRTAAARDKEKHAAVDSSMLSLGYSAAAFSPCSRGRAKGSPAAAAENALASTNNVSQTRSPNTPVIG
WPPVRTFRRNLATSSKVSLEHQNGKKAAKPEETTKRAPFVKINMDGIPIGRKIDLNALDSYDKLSLTVDKLFRGLLAAQQEPIVAG
TNECPREEVEISGLLDGTGEYTLVYEDYEGDRVLVGDVPWGCLFLQ*

>isotig45013
MELELALAPPNAHRPVISHLADELSSSSSDSSSRGKRGFGEAFQDATLPLFDDGSSCGGNKKPLVGWPPVSSARSRARGGGCA
ANYVKVKKEGDAIGRKVDLSLHASYDDLLATLGRMFPPTSNQDDNNETGSSTSHLVVTYEDGEGDWMLVGDVPWDDFARSVK
RLKILG*
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>isotig22414
PKHTLPPRAKKQSSEMRGGGGPTAAFISGEPPPAAAEEEVEENSGGEEEEEEQEQEQEDDELELGLCLGSKKQQQQTPSPAPC
RILTARDLQPGALSPDSSVSSSSPAAGAAAASKRAKAEAPPNATTSPGTVASGHPQSFGVVGWPPIRTFRMNNLFNQAKDNASE
VGAKKAADESDMQKDKEESEKKGRVVGWVKVNMDGDIIGRKVDLNAHRSYKTLASALELMFMKPSIGLCTSSSAKSLNLLENSS
EYQLTYEDRDGDWMLVGDVPWEMFVGSVKRLKIMRTSDANDLGPRFQGVHRTAACTRGRT*

>isotig12494
ASQAFSRARFRSRLPLVSSSSGGIVIASRPASSSVAIPASCIDPLRRVAAVMVMEMMIDAELRLGPPGCDVTVVQPARKKPASAA
KRPSSVVRSEASGTDDHDDASPASKVQVVGWPPVRAYRKNAFHAAAEAASARTTAKKGEQGGGLYVKVSMDGAPYLRKVDLR
TYGGYRELRDALDVLFGCFSSSSADGGGGGCQFAIAYEDKDGDLMLAGDVPWDMFICSCKKLRIMRGSEAR*

>isotig34296
QLSPRLLQRPPSSHSHGLTQRFLSSSGRCCSVRSASTMEEGSGRERAQPTPQLLNLIRDEREWKAIGEEGGGGRGSSRTTAGP
DAAEDSKLELKLGLPGVHDDERAPGPGEKMDEQQQEEESCTALSLGCFPSSPSQSKLAASAATATAGAKRGFLATVGGAKPAG
CSQRQQQDREGCGDGLTLGGENMAGERKKGCCPPSSSHEDSAAGLVRSSRGTVPPVVGWPPVRSFRRNLTNVSSSKQSPEQ
HNDEAGDKAKLTGKRSTLIKINMDGIPIGRKIDLAAYDNYQKLSSAVQDLFRGFLECTNAPKDLACSEIGDQGVEGKIFSGLLDGTG
EYTLIYEDNEGGRTLVGGLPWNVFVSTARRLRVMKSSELPHGLIKTASGRADH*

>APO_Q4117_a
GGTGGACCTCAAGATGTACAAGAGCTACCAGGACCTGTCCAAGGCGCTCGAGAAGATGTTCAGCTCCTTCACCATCGGTA
CGTAGTTACGTACGTAATTAATTATTACCATTTCTCTACAAAATAAATTAAATCATGCATGGATTTTTTCTAATTAAAATTAATC
AAAAATTAGAGAGTGCCAAACCAAAGTAGTAGCTGCAATTGTGCATGTTGGGTAACAGACTGCAGATTAGTGGGCAAATCTT
TCTTGTTTGCACTTTAATTTGCAGCTTATTATTAGTTATTTTCCACATGAATGAAATACTATATAGTTTGCTCATGAAATTCTTT
ATATAAAAAGAGTACTAACTAACTTGTAAGTACTCATATTACCAGTGGACTCCTCCTCCATTGTGTTGTGTGTATATAATTTGC
ACACGTTGGGTATGTAGAGCTTATATGATTGCATTATTGGCATTCGCATGTGTGGTGGTGGTCACCATGTGGTTTCGCCAGT
GGCGCGCTCCATGATTTGCATCCTTGGTAGGTGTCCGCCATAGCTGGCATAGTGCCGCTGTCCCTCCAACACCGAGATGG
CGGACCGATCGAGTATCTCTTCTCCGGCGCCCTTTCTTCGTCCTCTTGCTGCCGCTGCCTGTGAGCAACTACATGCATGTG
TAGCTCATGATCATGTGTGCACGCTTCTTCAGTCAGCTAGCTCCATCGGCGGCAGCTGGTCGGTCCGATCCATCATTACCA
TGTGCTGTTCGTCGCCCTTGCAATCTTCCATGTCTAAACTAATCCACGTGTTCATCGGCGTGCACATATCTTATAGCTGCAG
AAAAGGGAGCTGTTGCTGTTGCTCTGCACCAACCGTGCATGGATTTGTTTAAAAATAGTATATATGGATTTGATGGATCATTT
CATATCGAGCTATACCATAGCAGCTTTCGACGCTTGCTTCTTGGTAcCgttggaacgctcgtagagtacgggctcaacaccctcgatctggaagaaatt
ttccaaaatgtatactctcgatcgtcagATTGTTTCCAGTTGCAGAGAGTTATATTATCCAGTACAGTAGTTAACCTTGACTTGGATTCAGA
ATCGACTTGCTGATTATGTGTTTAAATTTCCTGGCAGGAAGCTGTGGGTCTCAGGGGATGAACGGCATGAACGAGAGCAAG
CTGGTGGATCTGCTCAACGGCTCTGAGTACGTGCCGACCTACGAGGACAAGGACGGCGACTGGATGCTCGTCGGCGACG
TGCCGTGGGAGTGAGCACACACACAGCTTCTCCTTCTTCATGCATGCATGAATTCCCTATGCTCTGAAAAAAATACAGTATG
TGCGTCGATATGGTCGTCAGTTCTTCCTCATCTGGAAATCTCGTCTCATTTCAGGATGTTCGTCGAATCGTGCAAGCGCCTT
CGGATCATGAAAGGATCAGAAGCCATTGGCCTCGGTGAGTGGATTATTGATATAATAATGCTATAAAAATAAAGTTCAGATG
AAATTTTGTTAGGCTGCTAGCAACTTAATCTGGAGAGATGCTGCATAACAACAGTGACACTCAGTCATTTCATATCCGTGACT
TTGATTTTTTTTCAGCACCAAGGGCCATGGAGAAATGCAAGAACAGAAGCTGAGGAGAAGATGGGCGACGCATGCATCTGA
ATTATTCTGAGTACCATGGATCTCATCGGATGCAAGAAGGACCACAGCCTCCACAGCTCTGCTCGTCTCTGTATCATACTCG
TCCCTGTGTTCTCCAAGCCTCTACTACCACCTCCTGATAATATCAGTGGAGTCATTTTGGTGTGTCAACTGTCCTATCTGTTC
CAGTGAGTCAGTAAGACAGTCAGTCAGTGTTCGAGTCTCATCTTGTCATATATACTTCTACTACGAAAGAGAGAAGCCATGA
A

>SEX_Q4188_a
GGTGGACCTCAAGATGTACAAGAGCTACCAGGACCTGTCCAAGGCGCTCGAGAAGATGTTCAGCTCCTTCACCATCGGTA
CGTAGTTACGTACGTAATTAATTATTATTACCATTTCTCTACAAAATAAATTAAATCATGCATGGATTTTTTCTAATTAAAATTA
ATCAAAAATTAGAGAGTGCCAAACCAAAGTAGTAGCTGCAATTGTGCATGTTGGGTAACAGACTGCAGATTAGTGGGCAAAT
CTTTCTTGTTTGCACTTTAATTTGCAGCTTATTATTAGTTATTTTCCACATGAATGAAATACTATATAGTTTGCTCATGAAATTC
TTTATATAAAAAGAGTACTAACTAACTTGTAAGTACTCATATTACCAGTGGACTCCTCCTCCATTGTGTTGTGTGTATATAATT
TGCACACGTTGGGTATGTAGAGCTTATATGATTGCATTATTGGCATTCGCATGTGTGGTGGTGGTCACCATGTGGTTTCGCC
AGTGGCGCGCTCCATGATTTGCATCCTTGGTAGGTGTCCGCCATGGCTGGCATAGTGCCGCTGTCCCTCCAACACCGAGA
TGGCGGACCGATCGAGTATCTCTTCTCCGGCGCCCTTTCTTCCTCCTCTTGCTGCCGCTGCCTGTGAGCAACTACATGCAT
GTGTAGCTCATGATCATGTGTGCACGCTTCTTCAGTCAGCTAGCTCCATCGGCGGCAGCTGGTCGGTCCGATCCATCATTA
CCATGTGCTGTTCGTCGCCCTTGCAATCTTCCATGTCTAAACTAATCCGCGTGTTCATCGGCGTGCACATATCTTATGGCTG
CAGAAAAGGGAGCTGTTGCTGTTGCTCTGCACCAACCGTGCATGGATTTGTTTAAAAATAGTATATATGGATTTGATGGATC
ATTTCATATCGAGCTATACCATAGCAGCTTTCGACGCTTGCTTCTTGTTACGTTGGAACGCTCGTATAAAACCGGCtcAACAC
CCTCGATCTGGAAGAAATTTTCCAAAATGTATACTCTCGATCGTCAGTTGGTTGCAGTTGCAGAGAGTTATATTATACAGTAC
AGTAGTTAACCTTGACTTGGATTCAGAATCGACTTGCTGATTATGTGTTTTAATTTCCTGGCAGGAAGCTGTGGGTCTCAGG
GGATGAACGGCATGAACGAGAGCAAGCTGGTGGATCTGCTCAACGGCTCTGAGTACGTGCCGACCTACGAGGACAAGGA
CGGCGACTGGATGCTCGTCGGCGACGTGCCGTGGGAGTGAGCACACACACAGCTTCTCCTTCTTCATGCATGCATGAATT
CCCTATGCTCTGAAAAAAATACAGTATGTGCGTCGATACGGTCGTCAGCTCTTCCTCATCTGGAAATCTCGTCTCATTTCAG
GATGTTCGTCGAATCGTGCAAGCGCCTTCGGATCATGAAAGGGTCAGAAGCCATTGGCCTCGGTGAGTGGATTATTGATAT
AATAATGCTACAAAAATAAAGTTCAGATGAAATTTTGTTAGGCTGCTAGCAACTTAATCTGGAGAGATGCTGCAGAACAACA
GTGACACTCAGTCATTTCATATCCGTGACTTTGATTTTTTTTTTTCAGCACCAAGGGCCATGGAGAAATGCAAGAACAGAAG
CTGAGGAGAAGATGGGCGACGCATGCATCTGAGTTATTCTGAGTACCATGGATCTCATCGGATGCAAGAAGGACCACAGC
CTCCACAGCTCTGCTCGTCTCTGTATCATACTCGTCCCTGTGTTCTCCAAGCCTCTACTACCACCTCCTGATAATATCAGTG
GAGTCATTTTGGTGTGTCAACTGTCCTATCTGTTCCAGTGAGTCAGTAAGACAGTCAGTCAGTGTTCGAGTCTCATCTTGTC
ATATATACTTCTACTACGAAAGAGAGAAGCCATGAA
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>APO_Q4117_b
GGTGGACCTCAAGATGTACAAGAGCTACCAGGACCTGTCCAAGGCGCTCGAGAAGATGTTCAGCTCCTTCACCATCGGTA
CGTAGTTACGTACGTAATTAATTATTATTACCATTTCTCTACAAAATAAATTAAATCATGCATGGATTTTTTCTAATTAAAATTA
ATCAAAAATTAGGGAGTGCCAAACCAAAGTAGTAGCTGCAATTGTGCATGTTGGGTAACAGACTGCAGATTAGTGGGCAAA
TCTTTCTTGTTTGCACTTTAATTTGCAGCTTATTATTAGTTATTTTCCACATGAATGAAATACTATATAGTTTGCTCATGAAATT
CTTTATATAAAAAGAGTACTAACTAACTTGTAAGTAGTCATATTACCAGTGGACTCCTCCTCCATTGTGTTGTGTGTATATAAT
TTGCGCACGTTGGGTATGTAGAGCTTATATGATTGCATTATTGGCATTCGCATGTGTGGTGGTGGTCACCATGTGGTTTCGC
CAGTGGCGCGCTCCATGATTTGCATCCTTGGTAGGTGTCCGCCATGGCTGGCATAGTGCTGCTGTCCCTCCAACACCGAG
ATGCGGACCGATCGAGTATCTCTTCTCCGGCGCCCTTTCTTCGTCCTCTTGCTGCCGCTGCCTGTGAGCAACTACATGCAT
GTGTAGCTCATGATCATGTGTGCACGCTTCTTCAGTCAGCTAGCTCCATCGGCGGCAGCTGGTCGGTCCGATCCATCATTA
CCATGTGCTGTTCGTCGCCCTTGCAATCTTCCATGTCTAAACTAATCCACGTGTTCATCGGCGTGCACATATCTTATAGCTG
CAGAAAAGGGAGCTGTTGCTGTTGCTGTTGCTCTGCACCAACCGTGCATGGATTTGTTTAAAAATAGTATATATGGATTTGA
TGGATCATTTCATATCGAGCTATACCATAGCAGCTTTCGACGCTTGCTTCTTGTTACGTTGGAACGCTCGTATAAAACCGGCt
CAACACCCTCGATCTGGAAGAAATTTTCCAAAATGTATACTCTCGATCGTCAGTTGGTTGCAGTTGCAGAGAGTTATATTATA
CAGTACAGTAGTTAACCTTGACTTGGATTCAGAATCGACTTGCTGATTATGTGTTTAAATTTCCTGGCAGGAAGCTGTGGGT
CTCAGGGGATGAACGGCATGAACGAGAGCAAGCTGGTGGATCTGCTCAACGGCTCTGAGTACGTGCCGACCTACGAGGA
CAAGGACGGCGACTGGATGCTCGTCGGCGACGTGCCGTGGGAGTGAGCACACACACAGCTTCTCCTTCTTCATGCATGCA
TGAATTCCCTATGCTCTGAAAATCTCTTCCTCATCTGGAAATCTCTTCTCATTTCAGGATGTTCGTCGAATCGTGCAAGCGCC
TTCGGATCATGAAAGGGTCAGAAGCCATTGGCCTCGGTGAGTGGATTATTGATATAATAATGCTACAAAAATAAAGTTCAGA
TGAAATTTTGTTAGGCTGCTAGCAACTTAATCTGGAGAGATGCTGCAGAACAACAGTGACACTCAGTCATTTCATATCCGTG
ACTTTGATTTTTTTTTTTCAGCACCAAGGGCCATGGAGAAATGCAAGAACAGAAGCTGAGGAGAAGATGGGCGACGCATGC
ATCTGAATTATTCTGAGTACCATGGATCTCATCGGATGCAAGAAGGACCACAGCCTCCACAGCTCTGCTCGTCTCTGTATCA
TACTCGTCCCTGTGTTCTCCAAGCCTCTACTACCACCTCCTGATAATATCAGTGGAGTCATTTTGGTGTGTCAACTGTCCTAT
CTGTTCCAGTGAGTCAGTAAGACAGTCAGTCAGTGTTCGAGTCTCATCTTGTCATATATACTTCTACTACGAAAGAGAGAAG
CCATGAA

>isotig19745
MVESEVGVNIGKRMEEGKAAGESGDEGKIERSPSINLNTVPAAAVEAIGTQENGETNGAVVSAAKDAGAGKAGQSGVDYQEKL
PKCEQVDYESEAEGCEDAENPAKKAALVTLVGNEDCGDVDERAQVLTVVKKDEPADDIGDCINPVTVAEYGEVKSAVGASAGTS
AVRPATTRSSSFHGVTRHRWSGKYEAHLWDSSCRVEGRRRKGKQVYLGSYDTEEKAARAYDVAALKYWGQNTKLNFPVSQY
GKELEDIRDLSREECVTYLRRRSSCFSRGASIYRGVTRRQKDGRWQARIGLVAGTRDIYLGTFKTEEEAAEAYDIAAIEIRGKNAV
TNFDRSNYCDKGMHCIEGEGLRLLASKPE*

>isotig07295
MAKPRKTSAAAAAAANSNSGNNAAGDLAARVKPKRTRKSVPRESPSQRSSVYRGVTRHRTGRFEAHLWDKNSWNESQNKKG
KQVYLGAYDDEEAAARAYDLAALKYWGPDTILNFPASAYEEEMKEMEGQSREEYIGSLRRKSSGFSRGVSKYRGVARHHHNGR
WEARIGRVFGNKYLYLGTYATQEEAAMAYDMAAIEYRGLNAVTNFDLSRYIKWLRPGADGVAAAAAQNPHPMLGGLAQQLQLP
PAADAVDGAAAFQLRAEFPLPPRSSLGHTPTTSALSLLLQSPKFKEMIERTSAAESVGATTTPSSSPSPSPSPSPPMQEQQQATS
RDSGGTSPQCSFPEDIQTFFGGCEDVAGVGVDVDALFFGDLAAYASPAFHFELDL*

>isotig07297
MAKPRKTSAAAAAAANSNSGNNAAGDLAARVKPKRTRKSVPRESPSQRSSVYRGVTRHRWTGRFEAHLWDKNSWNESQNKK
GKQVYLGAYDDEEAAARAYDLAALKYWGPDTILNFPASAYEEEMKEMEGQSREEYIGSLRRKSSGFSRGVSKYRGVARHHHNG
RWEARIGRVFGNKYLYLGTYATQEEAAMAYDMAAIEYRGLNAVTNFDLSRYIKWLRPGADGVAAAAAQNPHPMLGGLAQQLQL
PPAADAVDGAAAFQLRAEFPLPPRSSLGHTPTTSALSLLLQSPKFKEMIERTSAAESVGATTTPSSSPSPSPSPSPPMQEQQQAT
SRDSGGTSPQCSFPEDIQTFFGGCEDVAGVGVDVDALFFGDLAAYASPAFHFELDL*

>isotig36244
RARRKSGPRDSPSQRSSAYRGVTRHRWTGRFEAHLWDKDARNGARNKKGKQVYLGAYDDEAAAARAHDLAALKYWGPGTVL
NFPLCGYEEELKEMEAQPREEYIGSLRRRSSGFSRGVSKYRGVARHHHNGRWEARIGRVLGNKYLYLGTFATQEEAAVAYDIAA
IEHRGLNAVTNFDISLYVDHWHRQRQGPAGDDSLHIMDDAPTVPFSLPDDDMLECAASATTIGLGETSGGAADFHKGEGHLLHQ
TTFPLGTSQLPDQMGPPAHHHTASAPTSSALDLLLQSPKFKEMMEQVSAAADSSSSSSSSPSSLSSFSASPSPPSLPSPQPEFS
DGAPALCSFPDDVQTFFDLENDMSFTADVDTFLFGDLSAYAAPMFQIDLDV*

>isotig06879
PARRLPAPPPRRGPAAKKSRRGPRSRSSQYRGVTFYRRTGRWESHIWDCGKQVYLGGFDTAHAAARAYDRAAIKFRGVEADIN
FSLEDYEDDMKQQMGNLSKEEFVHVLRRQSTGFPRGSSKYRGVTLHKCGRWEARMGQFLGKKYVYLGLFDTEEEAARAYDRA
AIKCNGKDAVTNFDPSIYAEELEPAASTGGGGGGGDEHNLDLSLGSSAGNKRGTLLDGDDETSDQRVPMAFDLDWQTAPPRST
KAKFDASSKQPQMPPAPAPAPVLQAGGVAAHHHHLPFSPRHPQFLTNGGDPGTAAGGLSLGIGGAGGGGGHWPPQLQHQQQ
RLHISWGSGGGGTSWPPHPPPPTAAATAAAASSRFPPFVTAQGPSWAQKNGFHSLARPT*

>isotig06878
MASLCSCNAGIAASRSIWVSSIHLHLVHTHPYLGTPRRYQSAGAFSALRFLAHKWLDEFAGGFDTAHAAARAYDRAAIKFRGVEA
DINFSLEDYEDDMKQQMGNLSKEEFVHVLRRQSTGFPRGSSKYRGVTLHKCGRWEARMGQFLGKKYVYLGLFDTEEEAARAY
DRAAIKCNGKDAVTNFDPSIYAEELEPAASTGGGGGGGDEHNLDLSLGSSAGNKRGTLLDGDDETSDQRVPMAFDLDWQTAPP
RSTKAKFDASSKQPQMPPAPAPAPVLQAGGVAAHHHHLPFSPRHPQFLTNGGDPGTAAGGLSLGIGGAGGGGGHWPPQLQH
QQQRLHISWGSGGGGTSWPPHPPPPTAAATAAAASSRFPPFVTAQGPSWAQKNGFHSLARPT*
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>isotig31692
MVLDLNVASPADSGTSSSSVLNSADGGFRFGLLGSPADDEDCSGEMAPAASSGFMTRQLFPPPTPPPEPEPAAAPVPVWQPR
RAEDLLVAQRPVATAAAKKTRRGPRSRSSQYRGVTFYRRTGRWESHIWDCGKQVYLGGFDTAHAAARAYDRAAIKFRGLEADI
NFSLGDYEDDLKQMRNWTKEEFVHILRRQSTGFARGSSKYRGVTLHKCGRWEARMGQLLGKKYIYLGLFDSEVEAARAYDRAA
LRFNGREAVTNFEPSSYNAGDALPNTETEAIADADAVDLDLRISQPNVQDTKRDNTLAGLPTCDSPESSNTMSAQPMSSSSPWP
VYRQSPAVPSHHQLLYSSASHGHGFFPNHQERPMERRPEAGAQPFPTWAWQMQGSPHMPLHQSAASSGFSTAAAGPNGGYV
PLPSHPRAQFPIHQVFFP*

>isotig23310
EGCSSTSPPIVTRQLFPSPASDGSSPPPPPPPLEVAVPWVRRAADLGASAASQGAVLVPAPPSPAAAAGKKSRRGPRSRSSQY
RGVTFYRRTGRWESHIWDCGKQVYLGGFDTAHSAARAYDRAAIKFRGLDADINFQLKDYEDDLKQMRNWSKEEFVQILRRQST
GFARGSSKYRGVTLHKCGRWEARMGQLLGKKYIYLGLFDTEIEAARAYDRAAIRFNGPDAVTNFDSSSYDDGDVPLPPEIEKDVV
DADILDLNLKISQPNVHDSKSDGILTGFGLSCSFPEASSSVVSQPISPQWPVHPHSTSVPYASRPGFFVNLREAPMEERRPEPPP
GPQSFPAWAWQMQGYPAPLLPTTAASSGFSTVAGAAATTHGVPPPPSGPRQFAFAGNQLRFPPTA*

>jsotig23311
EGCSSTSPPIVTRQLFPSPASDGSSPPPPPPPLEVAVPWVRRAADLGASAASQGAVLVPAPPSPAAAAGKKSRRGPRSRSSQY
RGVTFYRRTGRWESHIWDCGKQVYLGELRF*

>PnAP2L_Q4117_APO
TGGCAGCTCCAAGTACAGAGGCGTCACGCTCCACAAGTGCGGGAGGTGGGAGGCGCGCATGGGCCAGTTCCTCGGCAAG
AAGTATGGCGCTCCCCGCCGATCACCCCCAATTCCTTTCTTCCCTTCCTGCCCAACCGGCATCCACCACCCCCTCGTCTTT
CCTCATCCTCAATTCCTCATCAACAGCATCGTCCGATATTCAAGGATAGCTGTCACTTCCGATCTGCAGGTACGTCTACTTG
GGGCTGTTCGACACCGAGGAGGAAGCTGCCAGGTAAAATAATTGGACCGCACTGTGCCGTTGCTCGCGAGGCGTTTTGCG
GAGAGGTCGCGAACAACACTGCGCGCCAGCAGGCAGCAGAGCGCCCTCTAGTCTACCTCTGATTGATGATGATGATGCCC
CGTGTCTGCGGGATTAATAAATTGTCGGGTGTGCACTGCAGGGCGTACGACCGCGCGGCCATCAAGTGCAACGGCAAGGA
CGCGGTGACAAACTTCGATCCCAGCATTTACGCCGAGGAGCTCGAGCCGGCGGGTTCGTTTTCCTGCGCTGCCCGGCCT
GATACAGGCATGCATCTCTCTGTTCATCTCTGACGTGACGACGGCCCGCTGTTTCGCTGCGTGCAGCGTCGACGGGCGGC
GGCGGCGGCGGCGACGAGCACAACCTTGACCT

> PnAP2L_Q4188_SEX
GGCAGCTCCAAGTACAGAGGCGTCACGCTCCACAAGTGCGGGAGGTGGGAGGCGCGCATGGGCCAGTTCCTCGGCAAGA
AGTATGGCGCTCCCCGCCGATCACCCCCAATTTCTTTCTTCCCTTCCTGCCCAACCGGCAACCACCACCCCCTCGTCTTTC
CCCATCCTCAATTCCTCATCAACAGCATCGTCCGATATTCATGGATGGCTGTCACTTCCGGTCTACAGGTACGTCTACTTGG
GGCTGTTCGACACCGAGGAGGAAGCTGCCAGGTAAAATAATTGGACCGCACTGTGCCGTTGCTCGCGAGGCGTTTTGCGG
AGAGGTCGCGAACAACACTGCGCGCCAGCAAGCAGCAGAGCGCCCTCTAGTCTAACCTCTGATTGATGATGATGATGCCC
CGTGTCTGCGGGATTAAATTGTCGGGTGTGCACTGCAGGGCGTACGACCGCGCGGCCATCAAGTGCAACGGCAAGGACG
CGGTGACAAACATCGATCCCAGCATTTACGCCGAGGAGCTCGAGCCGGCGGGTTCGTTTTCCTGCGCTGCCCGGCCCGAT
ACAGGCATGCATCTCTCTGTTCATCTCTGACGTGACGACGGCCCGCTGTTTCGCTGCGTGCAGCGTCGACGGGCGGCGGE
GGCGGCAGCGGCGGCGACGAGCACAACCTTGACCTAA
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