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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

ADN: Acido desoxirribonucleico.

AFLP: “Amplified Fragment Length Polymorphism”. Polimorfismos en longitud de los fragmentos
amplificados.

AHAS: Enzima acetohidroxiacido sintasa.

BLAST: “Basic Local Alignment Search Tool”. Programa de busqueda de secuencias en bases

de datos en funcion de similitud de secuencias.
cDNA: Acido desoxirribonucleico copia (ADNc obtenido de ARN mensajero).

cDNA-AFLP: “cDNA Amplified Fragment Length Polymorphism”. Polimorfismos en el largo de los

fragmentos amplificados a partir de ADN copia.

CIMS: “Chemically induced male sterility”. Esterilidad masculina inducida quimicamente.
CMS: “Cytoplasmic male sterility”. Esterilidad masculina citoplasmatica.

csp: Cantidad suficiente para.

DETDFs: “Differential Expressed Transcript Derived Fragments”’. Fragmentos derivados de

transcriptos de expresion diferencial.

DIC: Microscopia de Contraste Interdiferencial.

DNAse: Endonucleasa de degradacién de ADN.

dNTP: Desoxirribonucledétidos trifosfato.

dpt: Dias posteriores al tratamiento.

dsDNA: “Double strand DNA”. Acido desoxirribonucleico doble hebra.
EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.

es: Espinas.

GPF: Granos de polen por flor.

IMI: Imidazolinonas.




MEB: Microscopia electronica de barrido.

mRNA: “Messenger RNA”. Acido ribonucleico mensajero.

NIL: “Near isogenic lines”. Lineas casi isogénicas.

nr: No redundante.

NTSR: Mecanismos de resistencia no asociados al sitio activo de la enzima AHAS.
oe: Obijetivo especifico.

po: Poros.

preps: Preparados.

PSA: Persulfato de Amonio.

p/v: Peso en volumen.

gRT-PCR: PCR cuantitativa en tiempo real.

ARN: Acido ribonucleico.

RT: Retrotranscripcion.

STEX: Solucién estabilizante especifica para el aislamiento de ARN mensajero biotinilado.
SUR: Receptor de sulfonilurea.

TDF: “Transcript Derived Fragments”. Fragmentos derivados de transcriptos.

TE: Solucion estabilizadora TRIS-EDTA pH= 8.

TRIS: Sal de tris (hidroximetil) aminometano.

TRITON X-100: Detergente no iénico.

USDA: “United States Department of Agriculture”. Departamento de Agricultura de los Estados

Unidos.
Vf: Volumen final.

v/v: Volumen en volumen.




RESUMEN

El cultivo de girasol (Helianthus annuus L.) de origen norteamericano, es el segundo cultivo
oleaginoso en importancia de la Argentina. El mejoramiento genético asociado a la
implementacién de tecnologias de produccion constituye un factor critico para la optimizacién de
la productividad y competitividad de los cultivos. La produccién de semillas hibridas a nivel
mundial se basa casi exclusivamente en el uso de un unico sistema de androesterilidad conocido
como CMS PETL1, lo que conlleva una alta vulnerabilidad genética. Es por esto que resulta

sumamente necesario contar con nuevos sistemas de produccion de hibridos en girasol.

Se ha propuesto un nuevo método para inducir androesterilidad a través del tratamiento con
imidazolinonas (herbicidas pertenecientes al grupo de inhibidores de la enzima acetohidroxiacido
sintasa, AHAS) en estadios reproductivos tempranos en aquellas plantas que portan alelos de
resistencia para esta familia de herbicidas. Este método de generacion de androesterilidad podria
ser aplicado a cualquier tipo de germoplasma para la obtencion de hibridos, otorgando asi una
amplia flexibilidad a los esquemas de mejoramiento genético. No obstante, los mecanismos
subyacentes implicados en la induccién de la esterilidad por medio de este tratamiento no han
sido estudiados.

Este trabajo tuvo como objetivo la caracterizacion molecular de un nuevo método de
generacion de androesterilidad por medio del tratamiento con imidazolinonas de lineas
resistentes. Por un lado, se realizé un analisis de la fisiologia y anatomia del polen y semillas en
plantas tratadas con 160 gr i.a. ha' de imazapir y plantas control en dos genotipos de girasol que
difieren en el nivel de resistencia a imidazolinonas: completamente resistente (R,
Imrlimrlimr2imr2) y de resistencia intermedia (I, Imrllmrlimr2imr2). Por otro, se estudiaron los

transcriptos diferencialmente expresados entre dichas plantas.

Se analizaron los parametros fisioldgicos del polen, de semillas y el desarrollo del tejido
esporogénico por microscopia de contraste interdiferencial. EI nimero de granos de polen por flor
en ambos genotipos denoté una reduccion significativa en plantas tratadas con respecto al
control, siendo para el genotipo R: 444 + 156 y 21.806 + 607 granos de polen por flor, mientras
que para |l 1.344 + 357 y 18.754 + 969 granos. Mediante el estudio de la exomorfologia del polen
no se detectaron diferencias significativas en cuanto al nimero de espinas entre plantas tratadas
y control, aunque se evidenciaron diferencias en el diametro del poro Unicamente para el genotipo

de resistencia intermedia. Los porcentajes de nimeros de granos viables en plantas control
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(89,3%) superaron significativamente el porcentaje detectado en plantas tratadas (69,3%) en el
genotipo R como en el genotipo I, 90% y 68,4% respectivamente. La cantidad de semillas viables
se correspondi6 con la produccién de polen, reduciéndose a valores minimos en plantas tratadas
tanto para el genotipo R (8,2%) como para el | (12,5%), dando diferencias altamente significativas
respecto a los controles (p-valor<0,01). A nivel de tejido esporogénico se observaron alteraciones
en el desarrollo del polen en ambos genotipos tratados, donde se visualizaron grandes espacios

vacios y en ocasiones completa ausencia de microsporas.

La caracterizacion transcriptomica se abordd mediante la extraccién de ARN e identificacion
por cDNA-AFLP de transcriptos diferencialmente expresados entre plantas tratadas y control. Se
obtuvieron 948 fragmentos derivados de transcriptos, de los cuales 617 fueron categorizados en
dos grupos principales: inducidos y suprimidos por el tratamiento; y cada uno subdividido en etapa
temprana Yy tardia respecto al desarrollo del tejido esporogénico. Ademas, se lograron aislar y
secuenciar 73 fragmentos de expresién diferencial, los cuales fueron comparados con secuencias
conocidas en bases de datos publicas. Evitando redundancias se realizaron agrupamientos,
obteniendo 11 contigs y 31 singletones, constituyendo asi 42 secuencias Unicas. Los transcriptos
pudieron ser agrupados segun sus funciones biolégicas en 14 grupos, siendo los mas
representados: traduccion, fosforilacion de proteinas, procesamiento de xenobioticos, vias de
sefializacion intracelular, proteinas de transporte transmembrana y proteinas de respuesta celular
a estimulos. En menor proporcién se identificaron proteinas de union a ADN, actividad
endopeptidasa, proteinas de 6xido reduccion, proteinas de almacenamiento, envolturay motilidad
celular (ELMO), y proteinas involucradas en procesos redox. Los transcriptos simultdneamente
inducidos y suprimidos por el tratamiento en ambos genotipos resultaron particularmente
interesantes ya que formarian parte del mecanismo de induccién de androesterilidad propiamente
dicho. Por otro lado, diez de las 42 secuencias Unicas no presentaron homologias con las bases
de datos. En base a estos resultados hemos planteado un posible mecanismo del efecto

gametocida del imazapir.

Los resultados presentados contribuyen en el corto plazo a ampliar la frontera del conocimiento
respecto a esta nueva herramienta para la generacion de hibridos y en el mediano plazo a la

optimizacion de los esquemas de mejoramiento del cultivo girasol.

Palabras claves: Androesterilidad inducida, resistencia a imidazolinonas, AHAS, expresion

diferencial, Helianthus annuus.
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SUMMARY

DIFFERENTIAL EXPRESSION OF TRANSCRIPTS ASSOCIATED WITH
ANDROESTERILITY INDUCED BY IMIDAZOLINONES IN RESISTANT SUNFLOWER

Chemically induced male sterility (CIMS) is a valuable tool for hybrid breeding in crops. In this
context, the acetohydroxyacid synthase (AHAS) inhibiting imazapyr has been proposed to induce
male sterility in Imisun sunflower (Helianthus annuus L.) when applied during early reproductive
development in a two-fold higher than recommended field dose. This study aimed to perform a
comparative morphological and transcriptomic analysis to find out the molecular bases of the
gametocidal effect of imazapyr on two Imisun genotypes differing in their herbicide resistance
level: completely resistant (R, Imrllmrlimr2lmr2) and intermediate resistant (I,
Imrlimrlimr2imr2). The CIMS of treated plants was confirmed at physiological and anatomical
levels. Alterations were observed when analyzing the physiological parameters of pollen, seeds
and the development of sporogenic tissue by means of interdifferential contrast microscopy. A
total of 948 differentially expressed transcript-derived fragments (TDFs) were identified by
complementary DNA amplified fragment-length polymorphism (cDNA-AFLP) analysis at the three
most informative developmental stages of anther development. Several genes related to
xenobiotic metabolism and stress, including cytochrome P450 monooxygenases and ATP-binding
cassette transporters, and protein phosphorylation were the main genes identified in resistant
genotype. Meanwhile, Ran/Arf small GTPases, protein transmembrane transport and transduction
were the most representative groups in the intermediate genotype. Based on the results, we
present a probable model of action for the gametocidal effect of imazapyr. Our research provides

new insights into the molecular mechanisms of male sterility induction in sunflower.
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1 INTRODUCCION

1.1 El girasol

El cultivo de girasol (Helianthus annuus L.) es de origen norteamericano, pertenece a la familia
Asteraceas y su género comprende especies herbaceas anuales y perennes. Es el segundo
cultivo oleaginoso en importancia de la Argentina, siendo tercer productor mundial la semilla es
usada como recurso aceite vegetal comestible, descascarada, tostada o cruda, sola o
acompafiando otra comida (Miller, 1987).

La inflorescencia es denominada capitulo y estd compuesta por 700 a 3000 flores que
comparten un receptaculo. Alrededor de su circunferencia se encuentran las flores liguladas que
no presentan estambres o pistilos. Las restantes son flores tubuladas dispuestas
concéntricamente, completas, con ovario inferior, dos sépalos modificados, una corola con cinco
pétalos unidos, cinco anteras con cuatro tecas cada una, unidas formando un tubo con filamentos
separados y un estilo que termina en un estigma dividido en dos l6bulos (Scheniter y Miller, 1981;
Miller, 1987).

A diferencia de poblaciones silvestres o cultivares de polinizacion abierta, los hibridos de
girasol a menudo poseen altos niveles de autocompatibilidad, lo que contribuye a mejorar
rendimientos sobre cultivares de polinizacion abierta en areas donde hay bajo nivel de
polinizadores (Miller, 1987). De tal manera, la falta de agentes polinizadores no es una limitante
en la produccion, ya que el superavit de nutrientes se divide entre un menor nimero de capsides
logrados, equiparando rendimientos con plantas polinizadas entomdéfilamente (Deballi y Vitale,
2015).

El mejoramiento genético asociado a la implementacién de tecnologias de produccion
constituye un factor critico para la optimizacién de la productividad y competitividad de los
cultivos. Los programas de mejoramiento genético modernos que tuvieron sus comienzos en la
década del 60 han descubierto que las especies silvestres constituyen recursos de suma
importancia para introducir y estabilizar diferentes caracteres agronémicos en cultivares (Vear,
2011). En este sentido, el descubrimiento de la esterilidad masculina citoplasmatica (CMS) en
Francia por Leclercq (1969) representd un importante avance para el desarrollo de hibridos. La
esterilidad encontrada fue resultado de cruzar Helianthus petiolaris Nutt. y Helianthus annuus L.

La progenie resultante fue cruzada con plantas fértiles y también dio progenie estéril, lo cual
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determind la estabilidad de la CMS en girasol (Leclercq, 1969). Del mismo modo, el hallazgo de
una fuente de resistencia natural a imidazolinonas en Kansas ha permitido el desarrollo de la
tecnologia Clearfield (Al-Khatib et al., 1998), actualmente la principal herramienta aplicada al

control de malezas en este cultivo.

1.2 Laenzimaclave

La enzima acetohidroxiacido sintasa (AHAS, EC 2.2.1.6), también denominada acetolactato
sintasa (ALS), participa en la via de sintesis de aminoacidos ramificados: valina, leucina e
isoleucina. Esta enzima es el sitio de accion de diferentes clases de herbicidas pertenecientes al
grupo B, conocidos colectivamente como inhibidores de AHAS: sulfonilureas, imidazolinonas,
triazolpirimidinas, piridimidiniloxybenzoatos y sulfonilaminocarbonil-triazolinonas (Tranel y Wright,
2002; Tan et al., 2005). Las imidazolinonas permiten el control de un amplio espectro de malezas
y son efectivas a bajas dosis. El girasol es sensible a todos los herbicidas inhibidores de AHAS,
sin embargo, en la actualidad se dispone de fuentes de resistencia natural, asi como generada

por mutagénesis.

En todos los casos, la resistencia es conferida por mutaciones puntuales en el gen ahasl,
codificante de la subunidad catalitica uno, que generan cambios conformacionales en el sitio de
union al herbicida, lo que impide que las moléculas del herbicida actien sobre la enzima
(McCourt, 2006; Sala et al., 2008). La primera fuente de resistencia fue descubierta a partir de
girasoles silvestres resistentes a herbicidas inhibidores de ALS presentes en cultivos de soja en
Kansas (EEUU), que fueron aplicados por siete afios consecutivos con estos productos (Al-Khatib
et al., 1998). En la actualidad son conocidas las variantes del gen ahasl presente en el biotipo
silvestre, ahasl1-1 (previamente Imrl o Arpur) de resistencia intermedia a imidazolinonas y
comercialmente tecnologia Clearfield®, ahasl1-2 (previamente Arkan) con total susceptibilidad a
imidazolinonas, pero resistencia a sulfonilureas y ahasl1-3 (gen que confiere la tecnologia
ClearfieldPlus®) de completa resistencia a imidazolinonas (Kolkman, 2004; Sala et al., 2008).
Incluso hay una cuarta variante conocida como ahasl1-4, propuesta por Sala y Bulos (2012a), de

resistencia a metsulfurén e imazapir.

Los genotipos Imisun, o denominados comercialmente Clearfield®, presentan resistencia a
imidazolinonas basada en un modelo digénico. Contienen un gen principal Imrl (ahasl1-1),
resultado de una mutacién puntual de Ala205 en el gen ahasl y un gen modificador Imr2 que
incrementa la expresion del caracter y puede o no estar presente. Si bien todavia se desconoce,

el gen modificador se ha asociado a mecanismos de resistencia del sitio no objetivo (NTSR) y
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relacionado con el metabolismo de xenobidticos y la respuesta al estrés (Manabe et al., 2007;
Breccia et al.,, 2017; Balabanova et al., 2018; Gil et al., 2018). Los procesos NTSR se han
relacionado previamente con diferentes familias de genes en otras especies, es decir,
transportadores transmembrana de unién a ATP, citocromo P450 monooxigenasas, glutation S
transferasas, entre otros (Manabe et al., 2007; Yuan et al., 2007). Algunos de estos genes han
sido descubiertos recientemente como miembros de las vias de detoxificacion del metabolismo
de los herbicidas en H. annuus (Breccia et al., 2017; Balabanova et al., 2018; Gil et al., 2018;
Vega et al., 2020).

1.3 Laandroesterilidad en girasol

La utilizacién de cultivares hibridos para la produccion comercial de semillas ha posibilitado un
incremento en la productividad de los cultivos debido al fenbmeno de la heterosis, es decir la
superioridad en el rendimiento de los individuos hibridos comparado con el de sus progenitores.
Los mejoradores destinan esfuerzo y recursos en la obtencion y evaluacion de lineas progenitoras
de hibridos. Existen diferentes métodos para evitar la autofecundacion como la emasculacién
manual (Miller, 1987), procedimientos de emasculacion con acido giberélico (Kummar y
Srivastava, 2009) o autoincompatibilidad por diferentes fuentes de androesterilidad como CMS
(Hu et al., 2014). Como la antesis del girasol ocurre durante varios dias y depende del numero
de filas de flores tubuladas que tiene la inflorescencia, la emasculacion manual requiere de la
remocién de las anteras durante un largo periodo. Las anteras de las flores logran la madurez
antes que la elongacién del estigma y estilo, dicha diferencia se da en las primeras horas del dia.
Los estigmas emergen después de la remocién de las anteras y permanecen receptivos por
cuatro a cinco dias (Miller, 1987). Por otro lado, para la emasculacién con &cido giberélico se
aplican concentraciones de 50 a 100 ppm de dicha hormona sobre un botén floral de 1 a 1,5 cm
de didmetro (Estadio R2 segun escala fenolédgica de Schneiter y Miller, 1981) y la efectividad de
este tratamiento resulta variable, dependiendo de las diferentes lineas y las condiciones
ambientales durante y después del tratamiento (Miller, 1987). Dada la amplia variabilidad en la
eficacia del tratamiento con é&cido giberélico y la laboriosidad que requiere la emasculacién
manual, la metodologia mas utilizada es la implementacion de la androesterilidad por medio del
sistema génico-citoplasmatico. Este sistema implica androesterilidad determinada por la
interaccion entre el citoplasma y un par de alelos nucleares. El citoplasma es de herencia materna

y el portador de plasmagenes que pueden generar androesterilidad (S) o no (F), mientras que los
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alelos nucleares en su combinacién recesiva (rr) son responsables de androesterilidad y en su
forma dominante (RR) codifican androfertilidad. A diferencia de la androesterilidad citoplasmica,
la descendencia del cruzamiento de una planta androestéril (como femenina) y una fértil no tiene
que ser necesariamente androestéril, depende del genotipo de la planta que actia como parental
masculino. Las diferentes combinaciones pueden dar genotipos conservadores (F) rr o
restauradores (S) RR o (F) RR (Cornide et al., 1985).

Sala y Bulos (2012b) han propuesto un nuevo método para producir androesterilidad en lineas
que portan alelos de resistencia a imidazolinonas, realizando aplicaciones del herbicida en
estadios vegetativos tardios y reproductivos tempranos. El tratamiento generd esterilidad
femenina y masculina en genotipos portadores de los alelos en los que se basa el desarrollo
actual de hibridos resistentes ahasl1-1 (girasoles Imisun o tecnologia Clearfield®) y ahasl1-3
(tecnologia ClearfieldPlus®) (Sala y Bulos, 2012b). Si bien los autores reportaron una mayor
eficacia en la induccion de androesterilidad en los genotipos homocigotas y heterocigotas
portadores de la mutacion ahasl1-3, también informaron la obtencién de plantas androestériles a
partir de los genotipos portadores de la mutacion ahasl1-1 tratados con imazapir (Sala y Bulos,
2012b). Ensayos recientes permitieron confirmar la induccion de androesterilidad en genotipos
Imisun tratados con dosis altas de imazapir, asi como la identificacion de los dafios iniciales
generados por el herbicida en las anteras (Ochogavia et al. 2020). Dado que esta metodologia
se basa en el efecto gametocida del imazapir, su implementacion requiere de la optimizacion de
las concentraciones del herbicida y del momento de aplicacién sobre los genotipos portadores de
la resistencia que difieren en sus fondos genéticos. La androesterilidad inducida se propone como
una importante alternativa a la implementacién del sistema de androesterilidad genético-
citoplasmatica en el cultivo. Este nuevo método podria implementarse en las etapas tempranas

de obtencion de lineas otorgando flexibilidad a los esquemas de mejoramiento genético.

La evaluacion de lineas progenitoras de hibridos sélo se realiza a través de la obtencion de
hibridos experimentales. Si bien para evitar la autofecundacion existen diferentes alternativas, la
evaluacion de la aptitud combinatoria se basa casi exclusivamente en el uso del citoplasma CMS
PET1, lo que requiere de la conversién de las lineas, demandando tiempo y recursos. Es por esto
gue los programas de mejoramiento apuntan a generar nuevas fuentes de androesterilidad
eficientes que agilicen la produccion de hibridos experimentales, siendo la androesterilidad
inducida por imidazolinonas una herramienta promisoria. Sin embargo, no se conoce el
mecanismo a nivel citolégico o molecular por el cual las imidazolinonas alteran el desarrollo del

tejido reproductivo. Ochogavia et al. (2018) han logrado expresar androesterilidad parcial en
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genotipos de girasol de diversos niveles de resistencia tratados con imazapir en estadio R1
(Schneiter y Miller, 1981) y reportaron cambios a nivel de los tejidos reproductivos femeninos y
masculinos asociados a la aplicacion tardia de imidazolinonas en genotipos resistentes de girasol.
En otras especies de plantas se ha reportado que la exposicion prolongada a dosis subletales de
sulfonilureas (herbicidas inhibidores de AHAS) provoca la inhibicion especifica de AHAS, lo cual
genera la escasez de aminoacidos ramificados e induce la muerte celular autofagica en las
anteras (Zhao et al., 2015). Este tipo de muerte celular provoca el vertido del contenido
citoplasmico y la degradacion de las microsporas, dando en dltima instancia androesterilidad. Si
bien en girasol el tratamiento probado implica altas dosis de imidazolinonas sobre lineas
resistentes, los estudios preliminares de Ochogavia et al. (2018) permiten proponer un

mecanismo fisioldgico analogo al demostrado en las otras especies.

1.4 Antecedentes de estudios relacionados

El grupo de trabajo en el cual se desarroll6 el presente proyecto cuenta con una amplia
trayectoria en el estudio de la resistencia a herbicidas inhibidores de la enzima acetohidroxiacido
sintasa (AHAS) en diversas especies cultivadas como girasol, trigo y sorgo (Vega et al., 2009;
Breccia et al., 2011; Ochogavia et al., 2014; Breccia et al., 2018). Este trabajo de tesis forma parte
de una de las lineas de investigacion del grupo: el estudio de la androesterilidad inducida por
imidazolinonas en genotipos de girasol resistente. En este sentido, a la fecha se ha logrado un
importante avance respecto a la identificacion de las bases anatémicas de la generacién de
androesterilidad por la aplicacion en estadio reproductivo temprano de imidazolinonas en
genotipos resistentes de girasol, asi como también en las alteraciones de los patrones de
expresion de los genes ahas de girasol producidas por el tratamiento (Ochogavia et al., 2018;
2020). Estos resultados permitieron proponer una posible via por la cual el herbicida alteraria el
correcto desarrollo del tejido esporogénico en las anteras de plantas tratadas. En esta linea de
investigacion, el presente trabajo de tesis se focaliz6 en la identificacion de los genes implicados
en la androesterilidad inducida por el tratamiento con imidazolinonas en girasol resistente y la
asociacion de estos genes con los mecanismos moleculares del modelo propuesto. La técnica
implicada en la caracterizacién molecular de un nuevo método de generacion de androesterilidad
fue cDNA-AFLP (Vuylsteke et al., 2007; Xiao et al., 2009; Gil et al., 2018). Esta técnica es
ampliamente utilizada para la evaluacion del transcriptoma y la identificacion de transcriptos

diferencialmente expresados entre diversos tratamientos o genotipos. El procedimiento requiere
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de la transcripcion reversa del mRNA en una doble cadena de cDNA, seguido de una digestion
de restriccion, ligacién de adaptadores especificos y fraccionamiento de la mezcla en pequefios
subconjuntos de cDNA por amplificacién selectiva. Los fragmentos resultantes son separados en
geles de poliacrilamida y el patron de bandas es visualizado en una plataforma luminica
pertinente. Esto posibilita identificar los patrones de bandas entre muestras, generando una
buena medida de los niveles de expresion relativos. Dicha técnica nos permite tener resultados a
bajo costo relativo y de alta especificidad en relaciéon a otras como ADN chips o microsatélites,
€s un sistema abierto por lo que no es necesario informacién de secuencia previa y el nimero de
nucleétidos de los cebadores para la amplificacion selectiva por PCR puede ser variable
(Vuylsteke et al., 2007).

El presente trabajo apunt6 a conocer los fundamentos moleculares de la androesterilidad
inducida por imidazolinonas como posible herramienta biotecnolégica para ser implementada en
los sistemas de mejoramiento del cultivo de girasol. Ademas de investigar los transcriptos
implicados mediante la técnica cDNA-AFLP, se analizaron los pardmetros fisiol6gicos del polen,
namero de granos por flor, exomorfologia y viabilidad, como los anatémicos por microscopia
contraste interdiferencial y microscopia electrénica de barrido. Otro pardmetro analizado fue el
namero de semillas viables. Los resultados contribuyen en el corto plazo a ampliar la frontera del
conocimiento respecto a esta nueva herramienta para la generacion de hibridos y en el mediano

a la optimizacion de los esquemas de mejoramiento del cultivo girasol.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo general

Identificar los genes involucrados en el mecanismo de androesterilidad inducido por el
tratamiento con dosis elevadas de imidazolinonas en estadios vegetativos tardios en plantas de
girasol que portan alelos de resistencia a dicho herbicida como estrategia tendiente a reconocer

la base molecular del mencionado mecanismo y las potenciales bases fisiolégicas.
Hipotesis sustantiva

La identificacion de los genes involucrados en el mecanismo de androesterilidad inducido por
el tratamiento con doble dosis de imidazolinonas en girasol, permitira dilucidar las bases

moleculares y fisiolégicas del mecanismo responsable de la generacién de androesterilidad.

2.2 Objetivos especificos

1. OE 1. Cuantificar el efecto de la aplicacion del herbicida sobre el nimero de granos de
polen por flor, la exomorfologia de la exina, la viabilidad del polen y nimero de semillas
viables como indicadores de fertilidad/esterilidad. Hipétesis asociada: El tratamiento con
doble dosis de imazapir sobre plantas de girasol en estadio R1 altera el nimero de granos
de polen por flor, la exomorfologia, la viabilidad, asi como el nimero de semillas viables
producidas por autofecundacion.

2. OE 2. Analizar el desarrollo del tejido esporogénico por medio de microscopia de contraste
interdiferencial (DIC). Hipotesis asociada: El tratamiento con imazapir genera dafio del
tejido esporogénico durante la microgametogénesis.

3. OE 3. Aislar transcriptos implicados en la generacion de la androesterilidad inducida por el
tratamiento con herbicidas por medio de cDNA-AFLP en diferentes estadios durante el
desarrollo del tejido esporogénico. Hipotesis asociada: Los transcriptos involucrados en la
androesterilidad inducida por imazapir se encuentran diferencialmente expresados en los
tejidos reproductivos de plantas de girasol tratadas y control.

4. OE 4. Asignar identidad a los transcriptos diferencialmente expresados entre plantas
tratadas y control. Hipétesis asociada: Los genes involucrados en la androesterilidad
inducida por imazapir se encuentran asociados al mecanismo modelo propuesto por
nuestro grupo. El cual postula que la inhibicién de sintesis de proteinas por la deficiencia
de aminoacidos ramificados provocada por el efecto del herbicida, induce la muerte celular
programada en el tejido esporogénico y el tapetum, provocando finalmente Ila

ausencia/disminucion del nimero de microsporas.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Material vegetal

Se utilizaron tres lineas endocriadas de girasol que difieren en su nivel de
resistencia/susceptibilidad a imidazolinonas (IMI): HA425 (Imrllmrllmr2lmr2) con resistencia
completa (R), 1058-1 (Imrllmrlimr2imr2) con resistencia intermedia (I) y HA89 susceptible
(imrlimrlimr2imr2). Las lineas HA425 y HA89 son lineas americanas publicas, desarrolladas por
el Departamento de Agricultura de EEUU con colaboracion de la Estacién experimental de North
Dakota (EEUU). La HA425 es una linea casi isogénica (NIL) mantenedora BC;Fs resultante del
cruzamiento HA89*3 y PUR H. annuus (Miller y Al-Khatib, 2002), la 1058-1 es un material
experimental resultante de la retrocruza entre HA425 y HA89 y seleccién con imazamox (Bruniard
y Miller, 2001), mientras que la HA89 es una NIL totalmente susceptible. Estos materiales han

sido gentilmente facilitados por los Dres. J.M. Bruniard y J. Miller.

3.2 Disefio Experimental

Las plantas fueron cultivadas a campo en la seccién de Horticultura del Campo Experimental
de la Facultad de Cs. Agrarias UNR (lat 33°1’ S, 60°53’ W). La siembra se realiz6 manualmente
en la fecha recomendada (octubre), a una distancia de 1,40 m entre surcos y a 0,3 m entre
plantas. El disefio fue completamente aleatorizado con tres repeticiones, cada repeticidén consistio
en diez plantas. El herbicida comercial Clearsol de BASF, cuyo principio activo es imazapir (acido
2-(4-isopropil-4-metil-5-oxo-2-imidazolin-2-il) nicotinico), fue aplicado por aspersion foliar en el
estadio reproductivo estrella (R1) de acuerdo a la escala de Schneiter y Miller (1981). Los
tratamientos a evaluar fueron: (i) plantas tratadas con 160 g i.a. ha? de imazapir (2X) en R1,
equivalente a una doble dosis de campo; (ii) y plantas sin tratar (control). El genotipo susceptible
HAB89 se incluyé como control de aplicacion. El material vegetal para los estudios de la fisiologia
del polen fue colectado durante el estadio reproductivo R4 y R5 (Schneiter y Miller, 1981). El
recuento de semillas viables se realizé con semillas maduras una vez alcanzada la madurez
fisiolégica. Las colectas de material vegetal para los ensayos de cDNA-AFLP y microscopia de
contraste interdiferencial (DIC) se realizaron a partir de plantas independientes, considerando tres

réplicas bioldgicas, en los siguientes estadios: 10, 13 y 16 dias posteriores al tratamiento (dpt).
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3.3 Estudio de lafisiologia del polen

Los estudios de la fisiologia del polen incluyeron tres ensayos: recuento de niumero de granos
de polen por flor, estudio de la exomorfologia del grano y viabilidad del polen. Los mismos se
realizaron a partir de plantas independientes una vez alcanzados los estadios R4 para el recuento
y R5 para los restantes ensayos. El recuento de granos de polen no abortivos y el estudio de la
viabilidad resultaron necesarios para verificar la eficacia del tratamiento, ya que el mismo puede

generar androesterilidad parcial en los genotipos resistentes.

3.3.1 Recuento de numero de granos de polen por flor

El ndmero de granos de polen por flor (GPF) se estimé utilizando un hemocitometro
Neubauer-Boeco en cinco flores cerradas (en fenofase E1) de tres diferentes plantas tratadas y
control de cada genotipo (Kearns e Inouye, 1993; Ochogavia et al., 2018). Una antera por flor fue
cuidadosamente diseccionada y el contenido de polen de dos tecas se colocd en un microtubo
de 0,2 ml con 30 pl de agua destilada. La suspension se agité en un mezclador vorticial vertical.
Una alicuota de 5 pl de la suspension de polen se transfirié a un portaobjetos de hemocitémetro
Neubauer, los granos se contaron bajo una lupa binocular SZM-LED2 (OPTIKA Microscopes Italy)

y estos valores se extrapolaron al volumen total de la suspension original (Kearns e Inouye, 1993).

El nimero de granos de polen por antera se calcul6 teniendo en cuenta los granos de polen
contados en la suspensién, extrapolandolo a las cuatro tecas que componen la misma.
Finalmente, el nimero de GPF se calcul6 multiplicando el nUmero de anteras por flor (cinco) por

el nimero de granos de polen por antera.

La comparacién de medias estadisticas de los valores obtenidos en los estudios de fisiologia
del polen se realiz6 mediante la prueba t de Student utilizando el software R v.3.0.0 (R
Development Core Team, 2010). Los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza de

la distribucion empirica fueron evaluados previamente por las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene.

3.3.2 Andlisis de la exomorfologia del polen

Se evaluaron dos muestras de granos de polen maduro para cada combinacién de
tratamientos. Cada muestra se compuso del polen colectado de cinco plantas. Fueron incubadas

en alcohol 96% v/v por 12 hs, montadas en un soporte y cubiertas con oro. Para su fotomicrografia
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se utilizé un microscopio electrénico de barrido (MEB) modelo Leitz AMR-1000. El nimero de
espinas de la exina fue cuantificado a partir de cinco micrografias de cada muestra, tomadas en
diferentes cuadrantes del campo de observacion del MEB. El didmetro de los poros fue
cuantificado utilizando el programa Image J (Abramoff et al., 2004) y se compararon las medias
entre tratamientos utilizando la prueba t de Student, previa validacién de los supuestos de
normalidad.

3.3.3 Viabilidad del polen

En las plantas no tratadas y en las tratadas que presentaron produccién de polen se estudio
la viabilidad del mismo por medio de la tincién de los granos no abortivos con una solucion de
azul de anilina en lactofenol al 0,01% p/v. Se analizaron muestras de polen fresco de cinco
capitulos de plantas tratadas y control de cada genotipo contabilizandose 100 granos de polen

para obtener porcentajes de viabilidad en funcion de la proporcion de granos tefiidos de azul.

Para el andlisis estadistico se utilizo la versiéon 3.0.0 del software R (R Development Core
Team, 2010), evaluando la normalidad de los valores por medio de Levene y Shapiro-Wilk, y

comparando las medias dentro de cada genotipo a través de la prueba t de Student.

3.4 Andélisis del tejido esporogénico por Microscopia de Contraste Interdiferencial

Se fijaron muestras de flores completas de 10, 13 y 16 dpt en la solucién de FAA modificado
compuesta por: etanol 95% v/v, acido acético glacial, agua destilada, formaldehido 40% v/v y
glutaraldehido GllI 25% v/v, en proporciones 50:5:35:8:2. Las anteras de las flores fijadas fueron
disectadas bajo una lupa binocular SZM-LED2 (OPTIKA Microscopes Italy) e incubadas en
solucién clarificante de Herr (&cido lactico, hidrato de cloral, fenol, aceite de clavo de olor y xileno
en proporciones 2:2:2:2:1) (Herr, 1971). Se realizaron observaciones en el microscopio de
Contraste Interdiferencial Leica DM2500, equipado con 10x, 20x y 40x objetivos acromaticos Hl
PLAN, disponible en el laboratorio de Microscopia de la Facultad de Ciencias Agrarias. Las
imagenes fueron digitalizadas por medio del software “Leica Application Suite 4” (Leica

Microsystems).
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3.5 Recuento de semillas viables

Fueron evaluadas las semillas de cinco plantas tratadas y control de cada genotipo. Un total
de 100 semillas por planta fueron sumergidas en agua destilada hasta que el pericarpio se pudo
remover facilmente (n= 2000). Se registrdé la presencia de partes vitales, clasificandose en
semillas vacias y normales (Ochogavia et al., 2018).

Los valores medios de las semillas normales de plantas tratadas y control se compararon
estadisticamente con la prueba t de Student, verificando previamente la igualdad de varianza y
la normalidad mediante la prueba de Levene y Shapiro-Wilk. Para el andlisis estadistico se utilizd

la version 3.0.0 del software R (R Development Core Team, 2010).

3.6 Andlisis transcriptomico por cDNA-AFLP

Se estudiaron los perfiles de expresion génica del tejido reproductivo de los dos genotipos
expuestos a los tratamientos (C y 2X) por medio de la técnica de cDNA-AFLP (Vuylsteke et al.,
2007 y Xiao et al., 2009).

3.6.1 Extraccién de ARN

Se colectaron inflorescencias inmaduras en diferentes dias posteriores al tratamiento,
abarcando los procesos de microsporogénesis (10 y 13 dpt) y microgametogénesis (16 dpt) segun
Ochogavia et al. (2018). Para la extraccion se uso el kit comercial “SV Total RNA Isolation
System” de PROMEGA, siguiendo las instrucciones del fabricante. A la vez, el uso de DNAse
PureLink DNAse (Invitrogen Life Technologies) permitié eliminar el contenido de ADN. La
concentracion y calidad del ARN extraido fue cuantificado por espectrofotometria, evaluando las
relaciones 260/280 nm (Azeo/Azs0) Y 260/230 nm (Azs0/A230), respectivamente. La integridad del
ARN también se evalu6 por electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, utilizando SYBR® Safe
DNA gel stain (Invitrogen) como revelador intercalante. Se sembraron 4 pl de ARN més 4 pl de
buffer (5x Green Gotaq) en cada pocillo. La electroforesis se llevd a cabo en una cuba Enduro
Gel XL (Labnet) conectada a una fuente EC3000P (Apparatus Corporation) calibrando el voltaje
a 100 voltios. Se utilizo el equipo BIORAD Gel Doc™ XR+ para el revelado con iluminacion UV 'y

posterior digitalizacion de las imagenes del gel mediante el software Image Lab™ Software 5.2.1.
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3.6.2 Técnica cDNA-AFLP

La técnica empleada fue la propuesta por Vuylsteke et al. (2007) y Xiao et al. (2009) la cual

se ilustra en la Figura 1.
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Figura 1. Esquema de polimorfismos en el largo de los fragmentos amplificados a partir de ADN copia
(cDNA-AFLP) usando la combinacion CviAll/Msel como enzimas de restriccion. 1) el mRNA es convertido
en doble cadena cDNA usando un cebador oligo-dT; 2) primera digestién de restriccidn con CviAll
(representada por flecha roja); 3) captura de los extremos 3’ de cDNA por la unién de biotina a perlas con
estreptovidina, dando un solo fragmento de transcripcion (TDF); 4) segunda digestidon de restriccion con
Msel (flecha azul); 5) ligacion adaptadores especificos CviAll (rojo) y Msel (azul) a los TDF para generar
amplicones por PCR; 6) reduccidon de la complejidad de la mezcla por pre-amplificacidn selectiva de
subconjuntos de TDF, implementando cebadores pre-CviAll y pre-Msel; 7) generacion de amplicones
utilizando cebadores CviAll y Msel con nucledtidos especificos; y 8) geles de poliacrilamida con visualizacion

/

Sintesis de la primera hebra de cDNA

Para la transcripcion reversa del mRNA de girasol se utiliz6 la enzima transcriptasa reversa

IMPROM Il de Promega, siguiendo las instrucciones provistas por el proveedor. En principio, se

desnaturaliz6 el ARN al precalentar a 70°C por 5 minutos la mezcla de 5,5 ul compuesta por 56,5
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ng de ARN y 0,5 pl de oligo (dT)1s (0,5 pg/rxn) biotinilado e inmediatamente fue enfriada en hielo
por 5 minutos. Luego la mezcla fue llevada a microcentrifuga por 10 segundos para bajar el

condensado.

Posteriormente, para la retrotranscripcion (RT) propiamente dicha se agreg6 4 ul de Buffer 5x
IMPROM 1I; 1,5 pl de MgCly; 1 ul de dNTP MIX (10 mM); 1 ul de la enzima transcriptasa reversa
IMPROM Il y cantidad suficiente de agua libre de nucleasas para (csp) 20 ul. Los tubos fueron
incubados en la PCR a 25°C por 5 minutos permitiendo el anillado. A continuacion, se llevé a
cabo la extension por una hora a 42°C. Finalmente se inactivo la transcriptasa reversa calentando

las muestras a 70°C durante 15 minutos.

Sintesis de la sequnda hebra de cDNA

Se preparé la mix para la sintesis de la segunda hebra con un volumen final de 140 ul
compuestos por 16 pl de Buffer ligasa 10x; 3 pl de dNTP (10 mM); 0,16 pl de ribonucleasa H (10
u/ul); 118 pl de H.O y 2,5 ul DNA Pol | (New England Biolabs). Esta mezcla se agreg6 al producto
de sintesis de la primera hebra incubando por 1 hora a 12°C y luego 1 hora a 22°C.

Para la limpieza de la dsDNA con Nucleospin (Macherey-Nagel) se preparoé el buffer de lavado
NT3, agregando 320 ul de este N.T.l. (provisto por el kit) a 160 ul de muestra de la segunda
hebra. Se colocé 700 ul de la solucién en la columna de separacion provista por el kit y se
centrifugd por 30 segundos a 11.000 xg (RCF), repitiendo el proceso hasta filtrar toda la solucién.
Luego se agreg6 700 ul de NT3 y se centrifugbé 30 segundos a 11.000 xg (RCF), descartando el
excedente, repitiendo el lavado y secando la membrana por centrifugacion a 11.000 xg (RCF)
durante 2 minutos. Finalmente se incorporaron 25 ul de buffer NE, incubando a temperatura

ambiente por 1 minuto y centrifugando por 1 minuto a 11.000 xg (RCF).

Corte con primer enzima de restriccion

El cDNA fue digerido por la enzima CviAll, previamente validada para el transcriptoma de
girasol por Gil (2017). Se agreg6 1 pl de la enzima CviAll (5 U/ul New England Biolabs) mas 4 pl

de buffer New England Biolabs 10x, incubandose 2 horas a 25°C.

Se recuperaron los fragmentos digeridos con el kit “Streptovidin MagneSphere” de Promega.
Para esto se usaron 100 g de esferas por muestra a 1 pg/ul y efectuaron tres lavados con 200
ul de buffer 2x STEX (NaCl= 40 ml; TRIS 1M= 2 ml; HCI pH= 8; EDTA 0,5 M= 400 pl; TRITON X-
100=2 ml; Vf =100 ml 2x STEX) cada uno. Luego se elimind el sobrenadante y se resuspendieron

las perlitas en 240 ul de buffer 2x STEX bajo agitacion. Se agregaron 40 pl de la suspensién de
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perlitas a cada muestra de ADN, incubando 30 minutos con agitacion. Claramente el uso de
perlitas magnéticas con estreptovidina nos permitio la union del cebador oligo dT biotinilado usado

para la sintesis del cDNA, y asi recuperar los fragmentos desde el extremo 3’ de la cadena.

Finalmente se lavé en soporte magnético eliminando el sobrenadante, al colocar el separador
y agregar 100 ul de buffer 1x STEX, descartando el sobrenadante con micropipeta y repitiendo el

lavado cuatro veces. Luego se agregaron 30 pl de buffer TE a cada muestra.

Corte con segunda enzima de restriccion

Sobre la solucién obtenida en el paso anterior se realiz6 la restriccion con la enzima Msel, la
cual fue previamente validada para girasol por Gil (2017). Para el corte se agregd 10 pl de la
mezcla (4 pl de buffer 10x; 2 pl de H2Oq4 y 4 ul de Msel (10 U/ul)) de la segunda digestién a cada
una de las reacciones/muestras, incubando a 37°C durante 2 horas.

Para la purificacion de los fragmentos se colocaron los tubos en el soporte magnético y se

transfirio el sobrenadante a un tubo nuevo, descartando las microesferas precipitadas y el tubo.

Ligaciéon de adaptadores

Para la ligacién de los adaptadores CviAll y Msel (Tabla 1) se preparé la mezcla: 5 ul buffer
de ligasa (10x); 1 pl ligasa T4; 3 ul CviAll (5 pmol/pl) y 1 pl Msel (50 pmol/ul). Esta se agregé a

los 40 pl de la mezcla de fragmentos purificados, incubando toda la noche a 4°C.

Pre amplificacion

Se llevé a cabo una PCR con 1 pl del producto de ligacién, 4 ul de buffer Gotaq 5x, 0,4 ul ANTP
(10 mM c/u), 0,4 ul de cebador CviAll_preprimer (10 uM), 0,4 ul de cebador Msel_preprimer
(Tabla 1), 0,2 pl de Gotaq y H2O4 csp 20 pl. El protocolo de ciclado incluyé las siguientes etapas:
5 minutos a 95°C; 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C y 1 minuto a 72°C (30 ciclos) y 10

minutos a 72°C.
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Tabla 1. Adaptadores y primers usados en el andlisis de polimorfismos en el largo de los

fragmentos amplificados a partir de ADN copia (cCDNA-AFLP).

Enzima de restriccién

CviAll

Msel

Amplificacion selectiva

Nombre

CviAll_Forward adaptader
CviAll_Reverse adaptader
CviAll_preprimer
CviAll_selprimerC
CviAll_selprimerG
CviAll_selprimerA
CviAll_selprimerT
Msel_Forward adaptader

Msel_Reverse adaptader
Msel_preprimer
Msel_selprimerC
Msel_selprimerG
Msel_selprimerA

Msel_selprimerT

Secuencia de
oligonucleétidos (5’ a 3’)

CTCGTAGACTGCGTACC
ATGGTACGCAGTCTAC
CTCGTAGACTGCGTACCAT
GACTGCGTACCATGC
GACTGCGTACCATGG
GACTGCGTACCATGA
GACTGCGTACCATGT
GACGATGAGTCCTGAG
TACTCAGGACTCAT

GACGATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAAC
GATGAGTCCTGAGTAAG
GATGAGTCCTGAGTAAA

GATGAGTCCTGAGTAAT

Para realizar la amplificacion selectiva, se evaluaron 16 combinaciones de cebadores (Tabla

2). El producto de pre-amplificacion se diluyé en una proporcion 1/3 y a 2 pl de esta dilucion se

incorporo: 2 pl buffer 5x Gotaq, 0,2 pl dNTP (10 mM c/u), 0,2 pl cebador Msel_selprimer+1y 0,2

Ml cebador Cviall_selprimer+1 con una base selectiva adicional en el extremo 3’, 6,2 pl de H20q

y 0,2 ul de Gotaq (Polimerasa). El protocolo de ciclado incluyd: 5 minutos a 95°C; 30 segundos a
94°C, 30 segundos a 65°C (menos 0,7°/ciclo) y 1 minuto a 72°C (12 ciclos); 30 segundos a 94°C,
30 segundos a 55°C y 1 minuto a 72°C (30 ciclos) y 10 minutos a 72°C.
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Tabla 2. Combinaciones de Cviall_selprimer y Msel_selprimer con secuencias.

CVIAIl + A CVIAIl + C CVIAIl + G CVIAII+T
GACTGCGTACCATG GACTGCGTACCATG GACTGCGTACCATG GACTGCGTACCATG
A C G T
MSEI + A Msel + A Msel + A Msel + A Msel + A
GATGAGTCCTGAGTAA  CyiAll + A CviAll + C CviAll + G CviAll + T
A
MSEI + C Msel + C Msel + C Msel + C Msel + C
GATGAGTCCTGAGTAA  CviAll + A CviAll + C CviAll + G CviAll + T
C
MSEI + G Msel + G Msel + G Msel + G Msel + G
GATGAGTCCTGAGTAA  CyiAll + A CviAll + C CviAll + G CviAll + T
@
MSEI+ T Msel + T Msel + T Msel + T Msel + T
GATGAGTCCTGAGTAA  CviAll + A CviAll + C CviAll + G CviAll + T

T

Electroforesis en gel de poliacrilamida

Se analizaron los perfiles de expresion de los genotipos HA425 (resistente) y 1058-1
(resistencia intermedia) tanto en plantas tratadas como control de 10, 13 y 16 dpt, utilizando las
16 combinaciones de cebadores selectivos. Se evaluaron los polimorfismos en el largo de los

fragmentos amplificados.

Para esto se prepar6 el gel poliacrilamida 6% p/v en condiciones desnaturalizantes (7,5 M
UREA). ElI gel de poliacrilamida se prepar6 a partir de 60 ml de la mezcla de
acrilamida/bisacrilamida (9:1), utilizando 41 pul de TEMED y 360 pl de Persulfato de Amonio (PSA)
al 10% p/v como catalizadores para la reaccion de sintesis del gel. La solucién fue vertida entre
vidrios previamente tratados con soluciones de BIND y REPEL (Sigma-Aldrich), facilitando la
adhesion covalente del gel al vidrio tratado con la primera solucién. Para la electroforesis se
prepar6 la cuba con el gel, agregando TBE 0,5x en el contenedor superior y 1x en el inferior. Las
muestras fueron desnaturalizadas por 5 minutos a 94°C y conservadas en hielo hasta la siembra.
Se inici6 una pre-corrida del gel durante 1 hora a 60 w (1300 v aproximadamente) y luego se
realizé la siembra de 4 pl de las muestras adicionando 2 pl de loading buffer (6 ul finales). Se
sembro el marcador en la calle central, compuesto por 4 pl del mismo y 2 pl de loading buffer. La

electroforesis se llevd a cabo durante 2 horas a 60 w.
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Una vez finalizada la electroforesis, se separaron cuidadosamente los vidrios que contenian
el gel y se colocé el que lo tenia en solucion fijadora compuesta por &cido acético glacial al 10%
v/v durante 20 minutos. Se realizaron tres lavados con agua destilada durante 5 minutos.
Posteriormente se introdujo el gel en solucion de tincion (AgNOs 1,5 g, formaldehido 2,25 mly
H20 csp 1,5 I) durante 30 minutos en agitacion constante, resguardandolo de la luz. Luego se
lavé con H>O por 30 segundos. Se sumergio el gel en solucion de revelado fria (4°C) constituida
por 30 g de Na,COs3, 200 pl de tiosulfato de sodio (10 mg/ml), 1,5 ml de formaldehido y H>O csp
1 I. Esta solucion de revelado se dejé actuar hasta visualizar las bandas, cortandose la reaccion
al agregar 1 | de acido acético 10% v/v. Por ultimo, se lavé el gel en H,O destilada durante 20

minutos.

3.7 Seleccion y extraccion de bandas de interés

En principio, se escaneo el gel rotulado con las combinaciones y calles. Los perfiles de cDNA-
AFLP obtenidos de cada combinacion de cebadores se compararon entre tratamientos y para
cada genotipo independiente, seleccionandose las bandas de interés. Los geles de poliacrilamida
digitalizados se convirtieron en una matriz binaria donde la presencia de la banda estaba
representada por 1 (uno) y la ausencia por 0 (cero). Se clasificaron los patrones de bandas, los
TDF que estaban presentes en las muestras tratadas y ausentes en las muestras de control se
consideraron inducidos por el tratamiento (Grupo 1= G.1), y el patron inverso se considerd
suprimidos por el tratamiento con herbicida (Grupo 2= G.2). Se seleccionaron bandas de interés,
las cuales fueron humedecidas con una gota de H,O estéril y cortadas con un bisturi,
ayudandonos con un transiluminador de luz visible. La seccién de cada banda se colocé sobre
un portaobjetos limpio y fue triturada con el mismo implemento. Las bandas procesadas se
dispusieron en tubos Eppendorf de 1,5 ml con 50 ul de buffer de elucién (400 ul de EDTA 0,1 M
en 40 ml de H;0) incubéandolas a 37°C durante toda la noche en agitacion orbital.

Para la precipitacion del cDNA, las bandas eluidas se centrifugaron por 5 minutos a 12.000
rpm, extrayendo 40 pl del sobrenadante en un tubo limpio. A continuacion, se le agreg6 2 ul de
NaCl 5 My 2,5 vol (100 ul) de EtOH absoluto, permitiendo la precipitacién del ADN durante toda
la noche a -20°C. En una segunda etapa se centrifugd a 12.000 rpm por 20 minutos, descartando
el sobrenadante y escurriendo el resto del volumen en papel absorbente. Seguidamente se
incorpord 250 pl de EtOH 70% v/v centrifugando a 12.000 rpm por 20 minutos. Nuevamente se

descarto el sobrenadante escurriendo en papel. Como etapa final se coloc6 en estufa a 37°C con
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la tapa abierta para evaporar todo el EtOH durante 30 min y se resuspendio el precipitado en 15

ul de H2O estéril. Las bandas eluidas fueron almacenadas a -20°C.

Para verificar la calidad de las bandas eluidas fueron reamplificadas siguiendo el mismo
protocolo de amplificacion selectiva y analizadas en geles de agarosa al 1,5% con SYBR® Safe
DNA gel stain (Invitrogen). Se sembraron 4 pl de producto de PCR con 2 ul de loading buffer. La
electroforesis se llevd a cabo en buffer TBE 1x a 60 v. Finalmente revelado y analizado en el
digitalizador BIORAD Gel Doc™ XR+.

Las bandas seleccionadas fueron secuenciadas en Macrogen Inc. Corea.

3.8 Asignacion de identidad de transcriptos y analisis bionformatico de secuencias

Se analizaron las secuencias bioinformaticamente tras evaluar la calidad de los

cromatogramas con el programa Chromas (https:/chromas.software.informer.com/2.5/) y se

eliminaron las secciones correspondientes a las secuencias de los cebadores de manera manual,
utilizando la aplicacion Align two sequences del programa BLASTN disponible en el sitio NCBI,
implementando los parametros preestablecidos para esa aplicacion. Las secuencias resultantes
se agruparon utilizando Egassembler (Masoudi-Nejad et al., 2006) para limitar la redundancia y
producir secuencias de consenso mas largas, implementandose también los parametros
predeterminados por el programa. Las anotaciones contigs y singletons se realizaron utilizando
la herramienta de busqueda de alineacién basica (BLASTN) contra el genoma del girasol

(https://www.heliagene.org/HA412.v1.1.bronze.20141015/) para identificar genes Unicos y su

localizacion cromosémica para cada TDF homélogo a Helianthus annuus (E-value <1e3).

Las secuencias también se analizaron haciendo un BLASTN con la herramienta automatica
Blast2GO contra las secuencias no redundantes (nr) de GenBank de la base de datos de plantas
con flores (taxid: 3398) tomando similitudes con un E-value <le® como coincidencias
significativas (Conesa et al., 2005). Fue posible clasificar las homologias segun los términos de

Gene Ontology para Procesos Bioldgicos a través del software Blast2GO (E-value <le).

29



https://chromas.software.informer.com/2.5/
https://www.heliagene.org/HA412.v1.1.bronze.20141015/

3.9 RT-PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR)

Se seleccionaron cuatro TDFs representativos y tres genes de referencia para evaluar su nivel
de expresibn mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR). Los cebadores
especificos de los TDFs fueron disefiados usando el software Primer3 (Rozen y Skaletsky, 2000)
(Tabla 3). Los genes de referencia utilizados fueron actina (ACT), precursor microRNA 156
(MIR156) y una proteina de funcién desconocida 2 (UNK2), los cuales habian sido previamente
validados en H. annuus, y categorizados como el 6ptimo panel normalizador para qRT-PCR de
tejido reproductivo (Ochogavia et al., 2017). Las secuencias de cebadores de genes de referencia
fueron obtenidas de la publicacion Ochogavia et al. (2017) (Tabla 3). La gRT-PCR se llev6 a cabo
en el Rotor-Gene Q con HRM thermal cycler (Qiagen GMBH, Alemania) utilizando 2 pl de cDNA,
sintetizado de acuerdo al protocolo descripto en el punto 3.6.2. La composiciéon del medio de
reaccion, el protocolo de ciclado de la PCR y la verificacion de la especificidad de las secuencias
amplificadas se realiz6 como se describe en Ochogavia et al. (2014 y 2017). La expresion
normalizada de los genes de interés fue calculada a partir de la formula de Simon (EN=E; “4/E+pr
CdTDF) - considerando un factor de normalizaciéon por muestra obtenida de los tres genes de
referencia (Pfaffl et al., 2004). La expresion relativa se calculé independientemente para cada gen
de interés, a partir de la relacion entre la EN de cada muestra respecto a la menor EN del grupo
de muestras. Los datos se analizaron estadisticamente por medio de t de Student (p-valor= 0,05)
usando el pack ‘agricolae’ en el software R (R development Core Team, 2010). La expresion

relativa fue representada graficamente y referida al minimo EN nivel por grupo de analisis.
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Tabla 3. Secuencias de cebadores usados en gRT-PCR.

GEN

TDF6

TDF23

TDF45

TDF60

ACT*

MIR156*

UNK?2*

* Ochogavia et al. (2017)

NOMBRE

TDF6-Fw
TDF6-Rv
TDF23-Fw
TDF23-Rv
TDF45-Fw
TDF45-Rv
TDF60-Fw
TDF60-Rv
ACT-Fw
ACT-Rv
MIR156-Fw
MIR156-Rv
UNK2-Fw
UNK2-Rv

SECUENCIA DEL CEBADOR (5’ A 3’)

TGACGATGAGTCCTGACCGA
TGTTGACTGCGTACCATGCG
GTCGATAAGTCCTGACCGAG
GGCCATTTTTGGTAAGCAGA
ACGCTGTACTTGTGCTATCA
ATGATGACTGCGTACCATGT
CCCTTCTTTCTCCACACACCT
TGAATGCGTACCATGGCTCT
CAGGCCGTGCTTTCCCTCTA
GGTCACGACCAGCGAGATCA
AACGAGATGTTGGTTCGGTTCAA
GCACGTGATATTGGCACGGCT
AGGAGGTAGCCGTCGTCCAGC
AGCCTTGGAGTTCAATTGGGCCG
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4 RESULTADOS

El tratamiento con imazapir generd notables efectos a nivel de planta completa en ambos
genotipos, R e I. Se evidenciaron sintomas de deshidratacién leve en hojas y en capitulos luego
de 4 dpt y se percibié clorosis después de 7 dpt (Figura 2 A-D). Las plantas tratadas florecieron
en la misma fecha que las controles, pero en algunos casos el capitulo se deformé (Figura 2 E-
H). Las inflorescencias de las plantas susceptibles (HA89) utilizadas como control de aplicacion

no llegaron a desatrrollarse y las plantas murieron 15 dpt.

Durante la dehiscencia de las anteras (etapa fenoldgica R5, Scheniter y Miller, 1981), los

granos de polen fueron liberados en las plantas control y se observaron facilmente sobre las flores

liguladas (Figura 2 E y G). Sin embargo, en las plantas tratadas, la mayoria de las anteras no

emergieron y no se pudieron observar granos de polen sobre el capitulo, lo que evidencia una

disminucién o ausencia de la dehiscencia de las anteras en la mayoria de las flores tubuladas

(Figura 2 Fy H).

-

HA425 (R)

1058-1 (1)

Control I Tratado 2X IMI

I

10 dpt

|

R5

-

Tratado 2X IMI

Figura 2. Comparacion del efecto herbicida en doble dosis (2X) entre plantas tratadas y control de
genotipos HA425 (R) y 1058-1 (I). Paneles A-D capitulos de plantas en el campo 10 dpt. Paneles E-H
fotografias de capitulos en estado fenoldgico R5 (Scheniter y Miller, 1981).
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4.1 Efectos del tratamiento sobre la fisiologia del polen

El estudio de la fisiologia del polen en respuesta a los diferentes tratamientos se abordé
mediante las siguientes metodologias: a) Recuento del nUmero de granos de polen por flor; b)

Andlisis de la exomorfologia del polen; y c) Estudio de viabilidad.

4.1.1 Recuento de niumero de granos de polen por flor

El nimero de GPF se estim6 a partir del recuento de los granos en una alicuota de 5 pl,
provenientes de una suspension del contenido total de granos de polen de dos tecas en un
volumen de 30 ul. El numero de granos cuantificados fue extrapolado al contenido total de una
flor. Los GPF de plantas tratadas fueron significativamente menores en relacion a las plantas
control de ambos genotipos. Las plantas resistentes (R) tratadas denotaron 444 + 156 y las
controles 21.806 + 607 GPF con un p-valor<0,0001. Mientras que las plantas de resistencia
intermedia () tratadas presentaron 1.344 + 357 y las controles 18.754 + 969 GPF (p-
valor<0,0001). Las diferencias altamente significativas (p-valor<0,01) en el niumero de GPF
confirmaron una androesterilidad completa inducida por el tratamiento con imidazolinonas (Figura
3).

Genotipo HA425 Genotipo 1058-1
25000 25000
22500 22500
20000 20000
17500 17500
15000 15000
12500 12500
10000 10000
7500 7500
5000 5000
2500 2500
0 —_— 0 [ ]
RC R2X IC 12X

Figura 3. Numero de granos de polen por flor en genotipos HA425 y 1058-1 en plantas tratadas y
control. Los graficos de barras indican el promedio del nimero de granos de polen por flor calculado
por genotipo y tratamiento, asociado al error estandar de la determinacion.

- J
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4.1.2 Andlisis de la exomorfologia del polen

El estudio de la exomorfologia del polen se realizé mediante el recuento del nimero de espinas

y la medicion del diametro de los poros a partir de micrografias de los granos de polen, obtenidas

por MEB. No se detectaron diferencias significativas entre plantas tratadas y control en cuanto al

namero de espinas, siendo respectivamente 102 + 6 y 99 + 3 para plantas tratadas y control de

HA425 (p-valor>0,05); y 92 £+ 5y 94 + 5 |los promedios para plantas tratadas y control de 1058-1

(p-valor>0,05). Por otro lado, el diametro de los poros pudo ser cuantificado utilizando el programa

Image J, el genotipo HA425 presento6 diametros de 6,7 + 0,3 mm en plantas tratadas y 6,9 + 0,2

mm en los controles (p-valor>0,05), mientras que el diAmetro de los poros de las plantas tratadas

resulto significativamente menor que en las plantas control en el genotipo 1058-1 (6,4 + 0,8 mm

y 7,4 £ 0,3 mm respectivamente; p-valor= 0,005) (Figura 4).

Kespinas (es) y poros (po) (flechas rojas).

/ GENOTIPO HA425

T

C

T

C
Figura 4: Micrografias de granos de polen obtenidas por Microscopia Electrénica de Barrido a partir
de material vegetal tratado (2X) y control (C) de genotipos HA425 (R) y 1058-1 (I). Se analizaron
imagenes en tres aumentos: 500X, 2000X y 5000X. En las imagenes se observan los granos con sus

~

/
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4.1.3 Viabilidad del polen

Los granos de polen fresco fueron recolectados a partir de las plantas R e | durante el periodo
de dehiscencia de anteras (estado fenoldgico R5, Schneiter y Miller, 1981), e incubados en una
solucién de azul de anilina 0,01% p/v. Se contabilizaron 100 granos de polen por planta para
obtener los porcentajes de viabilidad, los granos no abortivos fueron tefiidos de color azul y los
abortivos no presentaban tincion (granos amarillos) (Figura 5-A).

A pesar de que la mayoria de los granos de polen maduros se tifieron de azul, se detectaron
diferencias significativas (considerando a<= 0,05) en el porcentaje de viabilidad entre plantas
tratadas y control dentro de cada genotipo (Figura 5-B). En términos generales, en el genotipo R
los porcentajes del nimero de granos viables en las plantas tratadas (69,3%) fue superado por
el porcentaje detectado en plantas control (89,3%) (p-valor= 0,0215). Del mismo modo, para el
genotipo |, los valores de viabilidad de polen detectados en plantas tratadas (68,4%) también fue
superado por el control (90%) (p-valor= 0,0109).

[ a N

HA425 (R) 1058-1 ()
Control Tratado 2X IMI Control | Tratado 2X IMI
Genotipo HA425 Genotipo 1058-1
100,0 100,0
90,0 ?gg;; 91,7 90,0
80,0 80,7 o84 33 82,1

RC R2X Ic 12X

Figura 5. Evaluacién de viabilidad de granos de polen en genotipos HA425 y 1058-1 en plantas

tratadas y control. Panel A fotografias de granos de polen tefiidos con azul de anilina observados bajo

microscopio éptico. Escala= 100 um. Panel B porcentaje de viabilidad de los granos de polen, el bigote

inferior del box plot representa el valor minimo, el inicio del rectangulo el primer cuartil (Q1) o 25 %,

la divisidn es la mediana, el final de la figura el 3¢ cuartil (Q3) y el bigote superior el valor maximo. A la
izquierda la viabilidad del genotipo resistente y a la derecha el intermedio.
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4.2 Andlisis del tejido esporogénico

El desarrollo reproductivo masculino se comparé entre plantas tratadas y control de ambos
genotipos. El tejido esporogénico se analizé por microscopia DIC en flores de 10, 13 y 16 dpt
como 25 dias post estrella (E1) (Figura 6 A-P). Las anteras de las plantas tratadas de ambos
genotipos sufrieron alteraciones en el desarrollo del polen, fue posible identificar grandes
espacios vacios sin microsporocitos en los sacos polinicos a los 16 dpt (puntas de flecha en las
Figura 6 J y L). Incluso se detecto6 la ausencia total de microsporocitos o granos de polen en
anteras de plantas tratadas. En cambio, las anteras de las plantas control a 16 dpt presentaron
los sacos polinicos llenos de granos de polen maduros de manera homogénea (Figura 6 | y K).
En ambos genotipos, las plantas tratadas generaron muy pocos granos de polen maduros dentro
de las tecas en E1 (Figura 6, Paneles N y P). Se detectaron regiones sin granos de polen que
afectaron hasta el 60% de la superficie de los sacos polinicos en los dos genotipos tratados con
el herbicida (flechas en Figura 6, Ny P).

4 )

GENOTIPO 1058-1 (|) HA425 (R)

Dias posT C 2X IMI C 2X 1Ml

TRATAMIENTO

10
= 'w:-.c‘—‘-—&;'-- :

13

16 |

E1 TR

Figura 6. Micrografias de anteras inmaduras obtenidas por microscopia de contraste interdiferencial.
Comparacion del desarrollo del tejido a los 10, 13 y 16 dpt en condicion tratado y control de los genotipos
HA425 y 1058-1. Panel A-D anteras de flores 10 dpt de genotipos con resistencia completa e intermedia a
IMI. Panel E-H anteras de flores 13 dpt. Panel I-L sacos polinicos de flores 16 dpt con evidencias de dafios
por el tratamiento, observdndose granos de polen (gp), tejido conectivo (tc), sacos de polen (sp) y espacios
vacios (puntas de flechas). Panel M-P estadio fenoldgico avanzado (E1) de sacos polinicos con espacios
Kocasionados por el tratamiento con herbicida. Escala= 100 um. /
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4.3 Recuento de semillas viables

Para determinar la viabilidad de semillas, cinco plantas tratadas y control de cada genotipo
fueron evaluadas. Un total de 100 semillas por planta fueron sumergidas en agua destilada hasta

gue el pericarpio se pudo remover facilmente para evaluar su contenido.

Los porcentajes de semillas viables obtenidos de plantas tratadas y control fueron comparados
estadisticamente. Siguiendo los lineamientos de la reducida produccion de polen, se obtuvieron
bajos niveles de semillas viables. En este sentido, las plantas tratadas del genotipo R produjeron
8,2% de semillas viables, mientras que sus controles generaron 93,9% (p-valor= 0,003). Ademas,
el genotipo | produjo 12,5% de semillas viables luego del tratamiento, y sus controles un 75,5%
(p-valor= 0,026) (Figura 7).

4 N

Genotipo HA425 (R) Genotipo 1058-1 (I)

100% 100%
90% 90%
80% 80%
70% 70%
60% 60%
50% 50%
40% 40%
30% 30%
20% 20%
10% 10%

0% 0%

RC R2X Ic 12X
® Semillas viables ™ Semillas vacias ® Semillas viables ™ Semillas vacias

Figura 7. Porcentaje de semillas viables y vacias contabilizadas en plantas tratadas (2X) y control (C)
de los genotipos R e I. Graficos de proporciones donde cada barra representa el 100 % de las semillas
contabilizadas para cada genotipo y tratamiento. En el eje de las ordenadas “y” se indica el porcentaje
de semillas viables con azul y en el eje de las abscisas “x” los genotipos bajo estudio.

N J
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4.4 Identificacion de fragmentos derivados de transcriptos (TDF) por cDNA-AFLP

En estudios previos pudo demostrarse que el tratamiento con imidazolinonas inducia dafios a
nivel celular en el tejido esporogénico que podia ser detectado a los 13 dpt con el herbicida,
reduciendo el numero de granos de polen (Ochogavia et al., 2020). En el presente trabajo de
tesis se evaluaron muestras de anteras obtenidas a los 13 dpt, como también los estadios previos
y posteriores, a fin de poder analizar y relacionar la variacién transcriptémica en estos tejidos con

la aplicacion del herbicida.

Se estudiaron los perfiles de expresién génica diferencial del tejido reproductivo de los dos
genotipos expuestos a los tratamientos (C y 2X) por medio de la técnica de cDNA-AFLP. Para
este andlisis se evaluaron 16 combinaciones de cebadores con un nucleétido selectivo adicional
(Gil et al., 2018). Sumando ambos genotipos obtuvimos entre 7 a 172 TDFs por combinacion,
aungue tres combinaciones de cebadores no permitieron amplificar fragmentos en nuestro
material vegetal. Un total de 948 TDFs fueron identificados, 343 correspondientes al genotipo
resistente y 605 al de resistencia intermedia. El tamafio de los fragmentos varié entre 50 y 800
pb. La cantidad de fragmentos obtenidos por muestra fueron cuantificados y se presentan en la
Tabla 4.

Tabla 4. Cuantificacién de fragmentos derivados de transcriptos en lineas HA245 (R) y 1058-1 (1)

de girasol, en plantas tratadas (2X) y control (C), para todas las combinaciones de cebadores.

GENOTIPO VALORES

ESPECIFICO R (TRATADO Y 343
CONTROL)

ESPECIFICO | (TRATADO Y 605
CONTROL)

R2X 10 dpt 102

13 dpt 122

16 dpt 47

RC 10 dpt 24

13 dpt 28

16 dpt 20

12X 10 dpt 51

13 dpt 94

16 dpt 69

IC 10 dpt 145

13 dpt 149

16 dpt 97

TOTAL DE BANDAS 948
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Los patrones de amplificacion fueron analizados en una matriz binaria donde la presencia se

indico con 1 (uno) y la ausencia con O (cero). Las diferentes intensidades de las bandas no fueron

consideradas. Los patrones de bandas fueron clasificados en dos grupos principales: (G.1)

inducido o (G.2) reprimido por el tratamiento, los cuales fueron subdivididos como: (G.1a) TDFs

de induccion temprana, siendo bandas presentes en muestras de anteras de 10 y/o 13 dpt y

ausentes en plantas control; (G.1b) TDFs de induccion tardia, bandas presentes en muestras

tomadas 16 dpt en plantas tratadas y ausentes en plantas control; (G.2a) TDFs de represion

temprana, bandas presentes sélo a los 10 y/o 13 dpt en plantas control y ausentes en las tratadas;

y (G.2b) TDFs de represion tardia, bandas presentes en muestras de plantas control tomadas a

los 16 dpt y ausentes en plantas tratadas. En la figura 8 se presenta un perfil de bandas tipico

obtenido por medio de la técnica cDNA-AFLP y la clasificacion de los patrones descriptos.
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Figura 8. Patron de bandas de transcriptos obtenidos de tejido reproductivo (anteras) de girasol mediante
la técnica de cDNA-AFLP. Comparacion de bandas diferenciales para las lineas HA425 con resistencia
completa y 1058-1 con resistencia intermedia, tratadas (2X) y control (C) a los 10, 13 y 16 dias posteriores
al tratamiento. Los perfiles de transcriptos para 1058-1y HA425 se corresponden a las columnas 1-6 y 7-12,
respectivamente. Las plantas tratadas (1-3 genotipo | y 7-9 para el genotipo R) se compararon con las control
(4-6 para el genotipo | y 10-12 para el R) en los distintos dpt. En el margen derecho se indica el tamafio de
las bandas en pares de bases. Panel A bandas amplificadas por el par de cebadores Msel T + CviAll C. Panel
B clasificacion del patrén de bandas en dos grupos, inducidos y reprimidos por el tratamiento, grupo 1y
grupo 2, respectivamente. Subdivididos en (G.1a) de induccidn temprana, bandas ausentes en el control y
presentes en plantas tratadas a los 10 y/o 13 dpt; (G.1b) de induccidn tardia, bandas presentes en muestras
de plantas tratadas 16 dpt y ausentes en plantas control, (G.2a) TDFs de represidon temprana, bandas
presentes sélo a los 10 y/o 13 dpt en plantas control y (G.2b) TDFs de represidn tardia, bandas presentes en

\plantas control a los 16 dpt y ausentes en plantas tratadas. /
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Un total de 594 marcadores moleculares pudieron ser exitosamente clasificados (210 del R,

361 del | y 23 simultdneamente en ambos genotipos). Los TDFs de induccion temprana (G.1a),

representaron la mayor proporcion de las bandas del genotipo R, con un 75% (174 TDFs) del

total de los patrones de bandas cuantificados, pero en un 25% en el genotipo | (95 TDFs).

Contrariamente, los TDFs asociados a la represion temprana de transcriptos por tratamiento

fueron los de mayor cuantia en el genotipo | (206 TDFs — 54%), encontrandose menos

representados en R con 37 TDFs (16%) clasificados en G.2a (Figura 9-A). Los patrones de

bandas que se detectaron simultaneamente en ambos genotipos se registraron y se

representaron a traves del solapamiento en el diagrama de Venn de la Figura 9-B.

/

.

G.2b
1%

G.2a
16%

Gi1b
8%

HA425(R)

Gla
75%

HA425(R)
343 TDFs

210

Grupo 1=179
Grupo 2=31

G1=15

1058-1 (1)
G.2b
13%

Gea ) Gila
54% 25%

G1b
8%

1058-1(1)
605 TDFs

361
Grupo 1=113
Grupo 2=248

Figura 9. Clasificacion de los patrones de bandas en funcion a su respuesta al tratamiento con
imazapir. Panel A proporcion de TDFs en los genotipos HA425 (R) y 1058-1 (1). G.1a, TDFs de induccidn
temprana; G.1b, TDFs de induccidn tardia; G.2a, TDFs de represidén temprana y G.2b, de represion
tardia. Panel B diagrama de Venn de TDFs de genotipos R e I. Sobre cada circulo se encuentra el valor
total de TDFs de cada genotipo, dentro de cada figura se encuentran los valores Unicos para cada
genotipo y en el area de solapamiento las bandas que comparten cada uno.

~

)

Un total de 135 bandas que se encontraban diferencialmente expresadas entre plantas

tratadas y control, denominadas fragmentos de expresion diferencial derivados de transcriptos
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(DETDFs), fueron seleccionadas para su secuenciacion. Del total de bandas seleccionadas, 28
fueron aisladas a partir del genotipo R y 45 a partir del genotipo I. Las bandas fueron eluidas,
reamplificadas por PCR y seleccionadas de acuerdo a su intensidad y calidad para su
secuenciacion en Macrogen Inc. (Corea) (Figura 10). Se obtuvo un total de 73 secuencias, las
cuales fueron contrastadas con las bases de datos publicas de plantas.

-

~

Figura 10. Analisis de la especificidad y calidad de bandas tinicas obtenidas. Separacion electroforética
de bandas aisladas y reamplificadas por PCR en gel de agarosa al 1,5%. Cada calle representa una banda
Unica, la calle 21 (blanca) es el marcador de peso molecular. A la izquierda, los valores de pares de bases

(pb).
\_ Y,

4.5 Andlisis bioinformatico

La calidad de los cromatogramas fue analizada con el programa Chromas

(https://chromas.software.informer.com/2.5/) y la presencia de los cebadores fue identificada

utilizando el programa BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Se usé la herramienta

Egassembler (Masoudi-Nejad et al., 2006) para formar clusters conformando los contigs, evitando
redundancias en el estudio. A través del software se descartaron automaticamente diez
secuencias al tener una longitud menor a 70 pb y no cumplir con las exigencias minimas
establecidas por el software. Se conformaron a traves de la herramienta un total de 31 singletones
y 11 contigs, compuestos por dos a seis TDFs cada uno. Se realiz6 una comparacion de las
secuencias contra el transcriptoma de girasol en la plataforma Heliagene-INRA Sunflower
Bioinformatical Resources (https://www.heliagene.org/HA412.v1.1.bronze.20141015) con la

finalidad de identificar secuencias especificas en los transcriptomas de girasol disponibles y la
localizacién de los genes codificantes en los cromosomas. Complementando este estudio, las
secuencias fueron analizadas usando la herramienta bioinformatica automaética Blast2GO
(Conesa et al., 2005) a través de un software de alineamientos BLASTN, donde la base
consultada fue la coleccion de nucleétidos no redundante (nr/nt) y el organismo plantas con flores
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(taxid:3398). Las categorias funcionales fueron establecidas segun la nomenclatura determinada

para Procesos Biologicos por GeneOntology (http:/geneontology.org/) (Figura 11). Las

secuencias Unicas fueron publicadas en la base de datos DNA Data Bank of Japan (DDBJ;

https://www.ddbj.nig.ac.jp/index-e.html), obteniéndose diferentes codigos de acceso (Anexo ).

Asignacién de funciones a DETDFs

A partir de las 73 secuencias obtenidas en el estudio, se obtuvieron 42 secuencias unicas, de
las cuales 31 fueron similares a mRNA de H. annuus (E-value <1e7®) y 26 similares a secuencias
transcriptas de plantas con flores (taxid: 3398) (E-value <1e*), donde en la mayoria de los casos
ambos resultados fueron coincidentes (Tabla 5). Del total, diez secuencias Unicas no presentaron
homologia contra ninguna de las bases de datos analizadas por ambos métodos (Tabla 5). De
las secuencias que presentaron homologias con las bases de datos, se asignaron funciones
putativas a 30 secuencias Unicas de acuerdo a la terminologia GO para procesos biolégicos, y
dos secuencias presentaron homologias con proteinas de funciéon desconocida (Tabla 5).

En cuanto a la identidad de los TDFs analizados, aproximadamente el 24% fueron
relacionados a traduccion celular, asociada a la sintesis proteica mitocondrial y citoplasmatica
(Figura 11). El segundo grupo mas representado fue fosforilacién de proteinas (9%) y se
correspondio6 a receptores tipo serina/treonina-proteinas quinasas LRR, seguido por proteinas de
procesamiento de xenobioticos (8%). En este ultimo grupo se identificaron citocromo P450
monooxigenasas y miembros de la superfamilia de transportadores con casetes de union a ATP,
como los receptores de sulfonilurea (SUR). Las vias de sefializacion intracelular también se
encontraron representadas en el 8% de los TDFs identificados, los que fueron agrupados en
procesos de union a GTP y pequefias proteinas de la familia GTPasas (Tabla 5). Un cuarto grupo
de proteinas de transporte transmembrana también alcanz6 un 8%. Ademas, fueron
representadas proteinas relacionadas a la respuesta celular de estimulos (5% del total de TDFs):
asociadas a familia de beta G-proteinas con respuesta celular a estimulos de dafios del ADN y
receptores relacionados con la resistencia a enfermedades. Interesantemente, fue identificada
una proteina de envoltura y motilidad celular (ELMO) (1%), involucrada en los reordenamientos
del citoesqueleto necesarios para la fagocitosis de las células apoptoticas y la movilidad celular.
Se identificaron las siguientes proteinas involucradas en procesos redox: transcetolasa, C-
terminal/piruvato-ferredoxina oxidorreductasa (1%) y proteina de hierro-azufre Rieske (1%).
También se encontraron representados diferentes procesos bioldgicos tales como: proteinas de
union a ADN (3%), actividad endopeptidasa (2%) y proteinas de almacenamiento (2%) (Figura
11).
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Tabla 5. Resultados de busqueda de secuencia para TDFs obtenidos por cDNA-AFLP de plantas tratadas y control de lineas de girasol

R (HA425) e | (1058-1). Se indica para cada secuencia Unica la longitud total, el hombre de la linea, el grupo de clasificacién, la

informacion del mejor resultado, los términos GO asociados y el E-value.

. Longitud . Mejor informacidn encontrada de acuerdo con las busquedas de Blast2GO y Heliagene; especie, ID;
TDF/contig* Linea Grupo+ . . L . E-value
(pb) descripcidon; nimero de cromosomas; términos GO asociados
Traduccion celular
. Helianthus annuus (Ha412v1rl 12g016810); IPR021138: Proteina ribosomal L18a; Chrl12; GO:0006412
Contig 2 G.1a/G.2a . . . 59
146 R/I Traduccidon, GO:0003735 Constituyente estructural del ribosoma, GO:0005840 7e
(4 TDFs) /G.2b .
Ribosoma
Contig 4 . . . . 25
(3 TDFs) 140 R/l G.la/G.2a Helianthus annuus (mt_gi_571031384.22) RNA mitocondrial 6e
Contic 6 Berberis bealei (F1626461.1); secuencia del gen del ARN ribosémico mt; GO:0006412 Traduccion;
2 TDEs) 342 G.1a/G.2b G0:0006412 Traduccién, GO:0003735 Constituyente estructural del ribosoma, GO:0005840 Ribosoma  3e™’
2.¢/G.51 135 | 622 Helianthus annuus (rDNA_gi_563582565.2) RNA Ribosomal Traduccion 1e15
Helianthus annuus (rDNA_gi_563582565.2) RNA Ribosomal; GO:0006412 Traduccién, GO:0003735 s
52 AT 6.1 149 ! G.2b Constituyente estructural del ribosoma, GO:0005840 Ribosoma 2e
55 G/C_5.1 310 G.2a Helianthus annuus (Ha412v1rl 12g016810); IPR021138: Proteina ribosomal L18a; Chrl12; GO:0006412 1603
- = ’ Traduccién, GO:0003735 Constituyente estructural del ribosoma, GO:0005840 Ribosoma
Helianthus annuus (Ha412v1rl 12g016810); IPR021138: Proteina ribosomal L18a; Chr12; GO:0006412
55’ _G/C_5.2 163 G.2a Traduccién, GO:0003735 Constituyente estructural del ribosoma, GO:0005840 Ribosoma 1e03
Stipa narynica voucher (KY826235.1) (KRA) S/74/1; Secuencia espaciadora intergénica de ARN
ribosémico 265-18S, GO:0006412 Traduccidén; GO:0006412 Traduccion, GO:0003735 Constituyente 36
66_T/C_1.3 314 G.1a estructural del ribosoma, GO:0005840 Ribosoma 2e
69 T/C 1.7 310 R/I G.1a C'raty/,/a 'enwronmenta/ (JX158792.1) muestra clon CEgs305 18S producto de secuencia del gen de RNA 9e 19
ribosémico
Respuesta celular a estimulos
Contig 3 146 R/I G.1a/G.2b Musa acuminata (AY463016.1) cds de RNAm de proteina G de la supuesta familia beta; 2e%
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(2 TDFs)

57 _C/A_10.2

239

G.2a

Proteinas de transporte transmembrana

Contig 5
(3 TDFs)

13_G/C_5.3

41_G/C_5.1

Fosforilacién de proteinas (quinasas)

Contig 8
(6 TDFs)

159

170

168

301

R/I

R/I

R/l

G.1la/G.2a

G.2a

G.2a

G.1a/G.1b

Vias de sefializacion intracelular (union a GTP)

Contig 9
(3 TDFs)

12_G/A_4.1

54 _G/A_4.3

334

134

168

G.1a/G.2a

G.2a

G.2a

nota= similar a Arabidopsis thaliana transducina/WD-40 repite la proteina familiar; GO:0006261
Replicacidon de ADN dependiente de ADN, GO:0006974 respuesta celular al estimulo de dafio del ADN,
G0:0005634 Nucleo

Helianthus annuus (Ha412v1rl 10g035760); IPRO00767: Proteina de resistencia a enfermedades;
IPR017241: Receptor tipo Toll; IPR027417: Bucle P que contiene nucledsido trifosfato hidrolasa; Chr10

Helianthus annuus (Ha412v1rl 12g038890); IPR026749: Proteina transmembrana 135 (TMEM135);
nota= proteina de membrana de multiples pasos, Chr12

Helianthus annuus (XM_022137156.1) RNAm LOC110889593 no caracterizado; pfam15982 TMEM135
C rich; Regidn rica en cisteina N-terminal de la proteina transmembrana 135; Chr12

Helianthus annuus (Ha412v1rl 12g038890); IPR026749: Proteina transmembrana 135 (TMEM135);
nota= proteina de membrana de multiples pasos; Chr12

Panicum hallii (XM_022137156.1) probable serina/treonina-proteina quinasa similar al receptor LRR
At2g16250 (LOC112875483); GO:0006468 fosforilacion de proteinas; GO:0005515 enlace proteico,
G0:0016021 componente integral de membrana

Helianthus annuus (Ha412v1rl 01g020040); IPR001806: Pequefia superfamilia de GTPasa; IPR002041:
Ran GTPase Ran pequeiio GTPases; IPR005225: Pequefio dominio de proteina de unién a GTP;
IPR027417: Bucle P que contiene nucledsido trifosfato hidrolasa; Arf pequefias GTPasas; Chril;
G0:006913 transporte nucleocitoplasmatico; GO:0005525 Enlace GTP, GO:0003924 Actividad de
GTPasa

Helianthus annuus (Ha412v1rl_13g044020); IPR002867: Dedo de zinc, Tipo C6HC; IPR0O16398:
E3 ubiquitina-proteina ligasa p28; Pequefia GTPasas tipo Ras. Proteinas de unién a GTP involucradas en
vias de sefalizacion; Chr13; GO:0016881 actividad ligasa acido-aminodcido

Helianthus annuus (Ha412v1rl 01g020040); IPR0O01806: Pequefia superfamilia de GTPasa; IPR002041:
Ran GTPase Ran pequeiio GTPases; IPR005225: Pequefio dominio de proteina de unién a GTP;
IPR024156: Pequeiia superfamilia de GTPasa, Tipo ARF; Chrl; GO:006913 transporte
nucleocitoplasmatico, GO:0005525 Enlace GTP, GO:0003924 Actividad GTPasa

le—03

4e*?

3e%

5e-54

Ze—49

7e-33

1e03

7e-20

44




Procesamiento de xenobidticos

27_T/A_8.5

44 C/G_8.1

45 _C/T 8.2

47 T/A_7.1

61_T/G_7.4

Proteinas de union a ADN

36_T/C_8.1

53_A/T 6.3

131

229

194

247

185

176

178

Fagocitosis, envoltura

37_T/C_8.6

250

R/I

R/I

Procesos redox: Transcetolasa

59 T/G_3.1

204

R/I

G.1a

G.1a

G.1a

G.1a

G.1a

G.1a

G.2b

G.1a

G.1a

Helianthus annuus (Ha412v1rl 04g010280); IPR001128: Citocromo P450; IPR012677: Arreglo alfa-beta
de union a nucleétidos; Chr4; GO:0055114 proceso de oxidacién-reduccion, GO:0020037
enlace hemo, GO:0005506 enlace de iones de hierro

Helianthus annuus (Ha412v1rl 01g001750); IPRO00844: Receptor de sulfonilurea, tipo 1; IPR027417:
Bucle P que contiene nucledsido trifosfato hidrolasa; Casete de union a ATP subfamilia C; Chrl;
G0:0006813 transporte de iones de potasio, GO:0008281 actividad del receptor de sulfonilurea,
G0:0005524 ATP vinculante, GO:0016020 membrana

Helianthus annuus (Ha412v1rl 04g013760); IPR001128: Citocromo P450; Chr4; GO:0055114
proceso de oxidacién-reduccion, GO:0020037 enlace hemo, GO:0005506 enlace de iones de hierro,
GO0: 0016705 actividad oxidorreductasa

Helianthus annuus (Ha412v1rl 13g015200); IPR001128: Citocromo P450; Chr13; GO:0055114 proceso
de oxidacion-reduccién, GO:0020037 enlace hemo, GO:0005506 enlace de iones de hierro, GO:
0016705 actividad oxidorreductasa

Helianthus annuus (Ha412v1rl 01g001750); IPRO00844: Receptor de sulfonilurea, tipo 1; IPR027417:
Bucle P que contiene nucledsido trifosfato hidrolasa; Casete de union a ATP subfamilia C; Chrl;
G0:0006813 transporte de iones de potasio, GO:0008281 actividad del receptor de sulfonilurea,
G0:0005524 ATP vinculante, GO:0016020 membrana

Helianthus annuus (Ha412v1rl 00g059140); IPRO00558: Histona H2B; IPRO09072: Pliegue de histona;
G0:0003677 Unién de DNA, GO:0046982 actividad de heterodimerizacidén de proteinas, GO:0000786
Nucleosoma

Helianthus annuus (Ha412v1r1 07g001070); IPR025927: Dominio potencial de unidn al DNA; Chr7

Helianthus annuus (Ha412v1rl_16g003620); IPRO06816: Engullimiento/motilidad celular, dominio
ELMO (EnguLfment and Cell MOtility); Chrl6; GO:0005525 Enlace GTP

Helianthus annuus (Ha412v1rl 04g041750); IPRO05478: Transcetolasa, similar a una bacteria;
IPRO09014: Transcetolasa, terminal C/piruvato-ferredoxina oxidorreductasa, dominio Il; Chr4;
G0:0004802 actividad transcetolasa; GO:0003824 actividad catalitica

1e-03

2e-12

1e0

8e-04

3 e-49

le-03

le-03

le-03

29-04
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Procesos oxido reduccion

60_T/G_7.3 316

Actividad endopeptidasa

63_T/G_7.2 310

Proteinas de almacenamiento

64_G/G_2.1 156

Proteinas de funcion desconocida

42_C/A_10.1 217
51 _C/C_7.6 239

No asignado

Contig 1 142
Contig 7 202
Contig 10 204
Contig 11 159
32_G/C_6.3 249
60’_T/G_7.3 244
62_T/G_10.1 141
65_T/C_1.2 276
67_T/C_1.4 296
70_T/C_1.7 253

R/I

R
R

R/I
R/I

R/I

G.1a

G.1a

G.1a

G.2a
G.1a

G.2a
G.1la/G.2a
G.1a/G.2a
G.1a
G.1b/G.2b

G.1a

G.2a

G.1a
G.1a
G.1a

Helianthus annuus (Ha412v1rl 06g017020); IPR014349: Proteina de hierro-azufre de Rieske, Chr6;
G0:0055114 proceso de oxidacién-reduccidon, GO:0016679 actividad oxidorreductasa, que actua sobre
los difenoles

Helianthus annuus (Ha412v1rl 02g034070); IPRO06639: Presenilina/péptido sefial peptidasa;
nota= péptido sefal peptidasa (SPP) familia de proteasas asparticas; Chr2; GO:0004190
actividad endopeptidasa de tipo aspartico; GO:0016021 componente integral de la membrana

Helianthus annuus (Ha412v1r1_10g005990); IPRO06044: Proteina de almacenamiento de semillas 11-S;
Chr10; GO:0045735 actividad del reservorio de nutrientes

Helianthus annuus (Ha412v1rl 10g050670) proteina no caracterizada; Chr10
Helianthus annuus (Ha412v1r1 03g020890) proteina no caracterizada; Chr3

N/A
N/A
N/A
N/A
N/A

N/A
N/A

N/A
N/A
N/A

1e0

le?

1e-10

le-03
le-03

* La nomenclatura TDF incluye el nimero de banda (1 a 73), las bases selectivas de la combinacion de cebadores Msel/CviAll y el nimero final corresponde a la
columna de la combinacién de cebadores que le dio origen y luego del punto el valor de banda segln su posicidn en dicha columna. Contig 1: 6_C/G_10.1,
30_C/C_10.2, 46_T/A_10.1; Contig 2: 14 _C/G_5.4, 11_A/T_6.4, 7_A/C_4.2, 8_A/C_4.3; Contig 3: 15_G/C_6.1, 16_G/C_6.2; Contig 4: 18 C/A_4.2, 17_C/A_4.1,
58 T/G_1.3; Contig 5: 22_A/A 4.1, 31_A/C_4.1, 10_A/G_5.1; Contig 6: 23_T/G_1.4, 43_C/G_10.1; Contig 7: 1_C/G_4.1, 25_T/G_3.3; Contig 8: 5_C/C_8.3,
29 C/C_8.4,34_G/C_8.1,35_G/C_8.2,39 C/C_8.2,9_A/C_7.1; Contig 9: 40_G/A_4.2,21_C/A 5.3, 56_C/A_8.1; Contig 10: 48_T/A 7.1, 49_T/A_8.7; Contig 11:

65 _T/C_1.2,68_T/C_1.5.

1 G.1indica TDFs detectados en plantas tratadas, y G.2 en plantas control; a, TDFs detectados a partir de 10 o 13 dpt, y b, TDFs detectados a los 16 dpt.
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Figura 11. Categorias asignadas por procesos biolégicos GO a través de las herramientas Heliagene y
Blast2GO a las 42 secuencias Unicas de 73 DETDFs e identificados por analisis de cDNA-AFLP. Las
transcripciones se aislaron de anteras en desarrollo tratadas con dosis 2X de imazapir y plantas control
de genotipos HA425 (R) y 1058-1 (). Después del analisis de conglomerados, se clasificaron las
secuencias Unicas utilizando el algoritmo de la herramienta de busqueda de alineacién local basica
contra el transcriptoma de girasol (Heliagene) y se complementd el andlisis usando el software
automatico de bioinformatica Blast2GO contra la coleccién de nucleétidos no redundante (nr) de la
base de datos de plantas con flores (taxid: 3398). Se indican los porcentajes de secuencias Unicas
krepresentadas en cada categoria GO. j

4.6 RT-PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR)

La expresion relativa de cuatro TDFs se analizé por qRT-PCR. Tres de las secuencias
analizadas se categorizaron dentro del grupo G.1 (23_T/G_1.4, 60_T/G_ 7.3,y 45 C/T_8.2) y
correspondian a transcriptos inducidos por el tratamiento en el genotipo R (60 _T/G_7.3, y
45 C/T_8.2) y el | (23_T/G_1.4). Una secuencia formo parte del grupo G.2, y correspondié a un
TDF cuya expresion se vio reprimida por el tratamiento en el genotipo R (6_C/C_10.1) (Tabla 5).
Se disefiaron cebadores especificos para cada uno de los transcriptos y se evalué su expresion
junto a tres genes de referencia (ACT, UNK2 y MIR156) los cuales fueron previamente validados
como panel normalizador 6ptimo para tejido reproductivo de girasol (Ochogavia et al., 2017). Se
evaluaron dos réplicas biolégicas y tres réplicas técnicas por muestra y determinacion. Los tres
genes de referencia presentaron valores de eficiencia maxima, siendo 0,99, 1y 0,98 para ACT,

UNK2 y MIR156, respectivamente. Ademas, los genes normalizadores presentaron un porcentaje
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optimo de coeficiente de variacion (<5%) en los valores de Cq entre todas las muestras y réplicas
analizadas (4,03%, 4,34% y 4,36% para ACT, UNK2 y MIR156, respectivamente). La expresion
de los genes de interés se calculé considerando el factor de normalizacién comprendido por la
mediana de la expresion normalizada de cada uno de los genes de referencia, segun se describe

en materiales y métodos.

La expresion relativa de los tres TDFs seleccionados y aislados en plantas tratadas fue
confirmada por RT-gPCR, ya que se detect6é una expresidn seis veces mayor del citocromo P450
(45_CIT_8.2) enrelaciéon al R Control 13 dpt (p-valor= 0,0157), dos veces de la proteina de hierro
azufre de Rieske (60_T/G_7.3) con respecto al R Control 10 dpt (p-valor= 0,469) y siete veces de
la mt proteina ribosémica (23_T/G_1.4) comparado con el | Control 10 dpt (p-valor<0,0001)
(Figura 12). De manera similar, la expresion relativa del TDF no clasificado (6_C/C_10.1) aislado
de las plantas control en el genotipo R present6 una expresion cuatro veces superior en plantas

control respecto a las plantas tratadas (p-valor= 0,0417) (Figura 12).

4 N
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Figura 12. Expresion relativa de los TDF seleccionados, inducidos y reprimidos por el tratamiento, en
genotipos completamente resistentes (R) y de resistencia intermedia (). Las barras representan la
expresion relativa y el error estandar de las muestras comparadas. El asterisco representa diferencias
significativas obtenidas por la prueba t de Student: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. dpt, dias posteriores
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5 DISCUSION

La disponibilidad de herbicidas selectivos para girasol es realmente limitada debido al alto
costo de registro, siendo baja la probabilidad de desarrollo exclusivo para dicho cultivo (Sala y
Bulos, 2012a). Por lo que el descubrimiento y el desarrollo de la tolerancia a herbicidas como
sulfonilureas o imidazolinonas en este caso, lograron una adecuada herramienta para favorecer
el control de malezas, evitando cultivares transgénicos. Las mutaciones favorecen dos tipos de
tolerancia a herbicidas, las sitio especificas (baja sensibilidad al herbicida) y las sitio no
especificas (que involucran diferentes mecanismos como reduccion de translocacion de
herbicidas, secuestro de moléculas de quimicos en vacuolas o apoplastos, incremento de

detoxificacion).

La androesterilidad inducida por quimicos es una herramienta valiosa para la optimizacion del
tiempo en los programas de mejoramiento. En girasol, se demostré6 que las imidazolinonas
podrian comportarse como un agente de hibridacion, ya que la aplicacion de imazetapir o imazapir
durante las primeras etapas del desarrollo reproductivo inducen androesterilidad en lineas de
girasol resistentes a IMI (Sala y Bulos, 2012b; Ochogavia et al., 2018; Ochogavia et al., 2020).
En su estudio, Sala y Bulos (2012b) proponen por primera vez la implementacién de estos
herbicidas como agente de hibridizacién, y de esta forma plantean un método alternativo que
favorece el testeo de lineas mantenedoras, brindando versatilidad, gran capacidad de adopcion,
como un posible y rapido cambio del background del tester a implementar en un programa de
mejora. Estos autores plantearon que la esterilidad inducida podria ser manipulada con la dosis
de herbicida y el estado de desarrollo de la planta. Para ello evaluaron el efecto de la aplicacién
de imidazolinonas en 15 lineas mantenedoras (cinco genotipos con el locus ahasl — susceptibles,
CLPlus e Imisun homocigota como heterocigota — con tres backgrounds diferentes). A su vez, los
genotipos CLPIus heterocigotas no mastraron sintomas a nivel de planta completa y presentaron
androesterilidad. Por lo que dos lineas heterocigotas ahasl1-3 fueron cruzadas con lineas
susceptibles evaluando la obtencién de hibridos y corroborando que la progenie heterocigota

presentaba androesterilidad luego del tratamiento con imidazolinonas.

Sin embargo, los mecanismos bioldégicos y moleculares implicados en la androesterilidad
inducida por imidazolinonas aun estan en estudio. Informes anteriores de nuestro grupo de trabajo
han proporcionado la primera evidencia del efecto citocida de imazapir en tejidos de anteras de
girasol resistente. Se han informado dafios en el tejido esporogénico en los genotipos R e |

tratados (genotipos HA425 y 1058-1, respectivamente), pero el desarrollo acelerado de polen solo
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se ha asociado a plantas | tratadas (Ochogavia et al., 2020). Se propuso un mecanismo hipotético
en el que la inhibicién de AHAS induce la carencia de amino&cidos, lo que lleva a la destruccion
de los plastidios y la muerte celular autofagica en el tejido microsporogénico (Ochogavia et al.,
2018; 2020). Este mecanismo también se ha relacionado con los efectos citocidas de las dosis
subletales de los herbicidas inhibidores de AHAS en plantas susceptibles de colza y Arabidopsis.
Un claro ejemplo citocida es el que menciona Li et al. (2015), mediante el cual lograron generar
y caracterizar la obtencién de hibridos de colza al inducir androesterilidad a través del uso de
dosis subletales de tribenuron metil, herbicida del grupo B. Cuantificaron la actividad AHAS in
vitro, determinando y caracterizando el origen de la resistencia. La misma se debi6 a una
mutacién en un unico gen dominante, BnaA.ahas3.a. Pudieron inferir que las lineas resistentes
mantienen la androesterilidad, demostrando que el mutante podria usarse de manera segura
como un progenitor masculino con androesterilidad inducida por quimicos para la producciéon de
semillas hibridas. Por otro lado, Zhao et al. (2015) aplicaron tribenuron metil sobre hojas de colza
y Arabidopsis, lo que inhibié la sintesis de aminoacidos ramificados al tener como objetivo la
subunidad catalitica CSR1 de la enzima AHAS, liderando la muerte celular autofagica. Los
autores postularon un modelo por el cual se generaria la induccion de androesterilidad: el
herbicida es absorbido y translocado por floema hacia las anteras (sitio de mayor concentracion
de herbicida), llevando a muerte celular autofagica, donde el contenido citoplasméatico en
microsporas es abortado dando granos de polen aberrantes y finalmente androesterilidad. En el
aflo 2017, Liu et al. reportaron un estudio citoldgico, transcriptoémico y fisiolégico sobre la
aplicacion de amidosulfuron como inhibidor de AHAS en colza. Estos autores notaron clorosis,
reduccion de la elongacion y disminucion de la fotosintesis los primeros dias luego de la
aplicacion, como afeccion de plastidios de las células del tapetum y microsporas uninucleadas
gue mostraron vacuolas autofagicas, y también una rapida deformacién. A su vez, la regulacion
transcriptomica estuvo correlacionada con las alteraciones citologicas y fisiolégicas, lo cual les
permitié proponer mecanismos moleculares de androesterilidad inducida mediante la exposiciéon

de las plantas a sulfonilureas.

En girasol, Ochogavia et al. (2018) demostraron que la expresién de ahasl1, gen responsable
de la resistencia a imidazolinonas, se reduce enormemente en anteras tratadas de girasoles
Imisun. Esto indica que el tejido reproductivo masculino es susceptible al herbicida, incluso en
plantas resistentes. Ademas, se hallaron efectos sobre plantas tratadas a nivel fisiol6gico como
reduccion del numero de granos de polen por flor, de semillas viables, cambios morfoldgicos y
citoembriol6gicos como aceleracion del desarrollo del gametofito, anteras afectadas revelado a

través de microscopia confocal y diferentes patrones de expresion en la familia de genes ahas.
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El presente trabajo de tesis comprendid la identificacién y caracterizacion de transcriptos
diferencialmente expresados e involucrados en la androesterilidad inducida por imazapir en dos
lineas de girasol Imisun (R e I) para indagar la base molecular de dicha androesterilidad. Ademas,
se evaluo el efecto del gen Imr2 sobre esta induccion, ya que el mecanismo de resistencia a
imidazolinonas por modificacion del sitio de unién al herbicida esta presente en el genotipo |
(Imrllmrlimr2imr2), sin embargo, una combinacion de mecanismos de resistencia por
modificacion del sitio de union y mecanismos de resistencia no asociados a la modificacién del
sitio de union de la enzima AHAS confieren resistencia al genotipo R (Imrllmrlimr2imr2)
(Kolkman et al., 2004).

La induccion de androesterilidad se confirmé en ambos genotipos mediante enfoques
fisiologicos y anatomicos sobre el desarrollo de los granos de polen. Los efectos herbicidas del
tratamiento con imazapir 2X se evidenciaron a nivel de toda la planta en ambos genotipos, donde
la clorosis y la deshidratacion fueron los sintomas comunmente observados. El nUmero de granos
de polen por flor y el porcentaje de semillas viables se vieron notablemente disminuidos por el
tratamiento, lo que se relaciona con lo reportado por Ochogavia et al. (2018). Durante la antesis
(fenofase R5, Scheniter y Miller, 1981), no fue posible visualizar los granos de polen sobre los
capitulos de las plantas tratadas debido a que el nimero de granos de polen por flor se redujo
significativamente (p-valor<0,001) con respecto a las plantas control. Estos resultados son
consistentes con las publicaciones previas, donde se obtuvieron niveles crecientes de
androesterilidad mediante la aplicacion de diferentes concentraciones de imazapir (Ochogavia et
al., 2020). En el presente trabajo, tanto la exomorfologia como la viabilidad del polen no se vieron
mayormente afectadas. Si bien se detectaron diferencias significativas (p-valor<0,05) en la
viabilidad de los granos de polen de plantas tratadas y control, esta se mantuvo en niveles
elevados. Sin embargo, dada la marcada reduccién del nimero de granos de polen por flor
inducida por el tratamiento (p-valor<0,01) se obtuvo un porcentaje minimo de semillas viables en
las plantas tratadas de ambos genotipos (alrededor del 10%, Figura 7). El desarrollo del polen
fue significativamente alterado por el tratamiento, ya que el andlisis de microscopia DIC revel6 la
ausencia completa de microsporocitos en algunas regiones de las tecas de las plantas tratadas

en ambos genotipos, caso similar al reportado por Ochogavia et al. (2018).

La evaluacién a nivel transcriptémico se llevo a cabo mediante cDNA-AFLP en los genotipos
R e, en las tres etapas de desarrollo mas informativas durante la maduracion de las anteras (10,
13 y 16 dpt) (Ochogavia et al., 2018). Se identificaron un total de 948 TDFs, de los cuales un

tercio provino de R y dos tercios del genotipo I. Los patrones de bandas se clasificaron en dos
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grupos principales: inducidos por el tratamiento (G.1) y reprimidos por el tratamiento (G.2). Cada
grupo también se subdividi6 de acuerdo con la etapa de desarrollo: transcriptos expresados
tempranamente, 10 y/o 13 dpt (a) y tardiamente, 16 dpt (b).

Las variaciones transcriptomicas inducidas por el tratamiento con imazapir fueron
intrinsecamente diferentes para cada genotipo. El 75% de los TDFs aislados en el genotipo R
fueron inducidos por el tratamiento (G.1), mientras que el 54% de los TDFs | fueron reprimidos
por el tratamiento (G.2). Ademas, la mayoria de los TDFs representados se expresaron en las
primeras etapas de desarrollo (10 y/o 13 dpt), lo que sugiere una induccion inmediata de los
transcriptos especificos en el genotipo R después del tratamiento, y una inhibicion rapida en el

genotipo I.

Se secuenciaron un total de 73 TDFs y se agruparon en 42 secuencias unicas. Los transcriptos
inducidos por el tratamiento (G.1) detectados en el genotipo R incluian TDFs relacionados a
fosforilacion de proteinas, procesamiento de xenobibticos, procesos redox transcetolasa,
actividad endopeptidasa de tipo aspartico, procesos 6xido reduccién y fagocitosis/envoltura. Sin
embargo, los TDFs detectados exclusivamente en el genotipo R fueron asociados a proteinas de
hierro-azufre de Rieske vinculadas a procesos de Oxido reducciéon que generan un potencial
electroquimico ligado a la sintesis de ATP (60_T/G_7.3). También se identificaron transcriptos
homologos a la proteina de envoltura/motilidad celular (ELMO) (37_T/C_8.6) exclusivamente
inducidos en R luego del tratamiento (Tabla 5, Figura 13). Curiosamente, las proteinas de dominio
ELMO fueron asociadas a los procesos de reordenamiento del citoesqueleto durante la
fagocitosis de las células apoptoéticas y la motilidad celular en diferentes organismos (Gumienny
et al., 2001; Bowzard et al., 2007). Histéricamente, la autofagia y la fagocitosis se consideran vias
separadas, pero estudios recientes han revelado la participaciéon directa de las proteinas en la
autofagia y la fagocitosis (Florey y Overholtzer, 2012). Como se mencion6 anteriormente, la
muerte celular autofagica se ha asociado a los efectos gametocitocidas de los herbicidas
inhibidores de AHAS en Brassica y Helianthus (Zhao et al., 2015; Liu et al., 2017; Ochogavia et
al., 2018; Ochogavia et al., 2020). Recientemente, se ha informado que una proteina relacionada
con el autofagosoma (ATGB8A) se induce en flores de colza androestériles rociadas con
amidosulfuron, un herbicida inhibidor de AHAS (Liu et al., 2017).
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Figura 13. Representacion esquematica de los TDFs aislados de anteras de genotipos R (HA425) e |
(1058-1). Los TDFs se incluyen en circulos: G.1, inducidos por el tratamiento; G.2, reprimidos por el
tratamiento. Las intersecciones correspondieron a TDFs que se identificaron simultdneamente en
ambos grupos. Los nombres de TDFs que eran homadlogos a secuencias conocidas estan en negro, los

\TDFs sin identidad asignada estan en gris. j

Los transcriptos que no soélo estaban presentes en G.1 para el genotipo R sino también en el
| fueron proteinas quinasas serina/treonina tipo receptor LRR involucradas en la fosforilacién de
proteinas (29_C/C_8.4); familias de proteinas del metabolismo de xenobidticos, tales como las
citocromo P450 monooxigenasas (47_T/A _7.1) y las proteinas transportadoras del tipo ABC
Receptores de Sulfonilureas SUR 1 (44_C/G_8.1); proteinas de actividad transcetolasa
(59_T/G_3.1) y endopeptidasa de tipo aspartico (63_T/G_7.2) (Tabla 5, Figura 13). Los
receptores SUR son proteinas de membrana, miembros de la superfamilia portadoras de casetes
de unién a ATP (ABC), que regulan la actividad del canal de potasio/ATP y la homeostasis celular
(Burke et al., 2008). Estas proteinas se han relacionado con la respuesta al estrés por NaCl en
Arabidopsis (Lee et al., 2004). Las proteinas de metabolismo de xenobitticos se han informado
previamente como parte del mecanismo de resistencia no asociado al sitio activo de la enzima
(NTSR) en girasol Imisun (Kaspar et al., 2011; Breccia et al., 2017; Gil et al., 2018; Vega et al.,

2020). El NTSR previene el efecto nocivo xenobidtico al reducir las moléculas de herbicida que
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alcanzan el sitio activo (Petit et al., 2010). Entre los trabajos mas relevantes desarrollados en
base al estudio del NTSR en girasol podemos mencionar los siguientes: Kaspar et al. (2011);
Breccia et al. (2017); Gil et al. (2018); Vega et al. (2020), entre otros. Kaspar et al. (2011)
intentaron seleccionar una linea de girasol con tolerancia a multiples herbicidas y determinar si
esa condicion era revertida por el malation, inhibidor de la enzima P450 monooxigenasa. Estos
autores evaluaron 90 lineas endrocriadas para descubrir alguna resistente, hallaron una con estas
caracteristicas: TolP450-1, la caracterizaron en invernadero y a campo, sometiendo a
tratamientos de imazamox, prosulfurdn y atrazina en diferentes estadios (Kaspar et al., 2011). En
todos los casos comprobaron que la resistencia se revertia con el inhibidor de la enzima P450.
Otro de los estudios que contribuy6 a dilucidar la funcién de la enzima P450 sobre los herbicidas
inhibidores de AHAS fue el publicado por Breccia et al. (2017), basado en la evaluacién de la
contribucién del NTSR a la resistencia a imidazolinonas en girasol Imisun. Evaluaron el rol del
P450 al combinar la aplicacion de herbicida con un inhibidor de dicha proteina como el malation.
Encontraron que el proceso metabdlico que desencadena dicha proteina, reduce la eficiencia del
herbicida y aporta a la resistencia de los girasoles Imisun. Por otro lado, Gil et al. (2018) llevaron
a cabo un estudio para evaluar el perfil de transcripcion por cDNA-AFLP de la resistencia a
imidazolinonas generada por el NTSR de girasol Imisun. Pudieron determinar la concentracion
optima de herbicida, duracién del tratamiento y nivel de inhibicibn de AHAS para detectar los
cambios transcriptdmicos. Hallaron importantes proteinas como la P450 y transportadores ABC
asociadas a metabolismos de xenobidticos y estrés. Vega et al. (2020) también llevaron a cabo
un estudio de respuesta a estrés y mecanismos de detoxificacién involucrados en NTSR,
evaluando el perfil proteico usando imazetapir y aminobenzotriazol o butdxido de piperonilo como
inhibidores de la P450, sobre lineas de resistencia completa e intermedia. Obtuvieron un aumento
de la fitotoxicidad en lineas resistentes sometidas a inhibidores, lo que concordé con lo propuesto
por los otros autores. También vieron cambios con el tratamiento con imazetapir en la expresion

de proteinas relacionadas con el estrés, glutation S - transferasas y citocromo P450, entre otras.

Asimismo, los transcriptos de expresién temprana e inducidos por el tratamiento (G.1) que
fueron detectados en el genotipo | incluyeron proteinas ribosomales y proteinas de
almacenamiento, aunque sélo la proteina asociada a funciones de almacenamiento fue detectada

de manera exclusiva en el genotipo de resistencia intermedia (Tabla 5, Figura 13).

Por otro lado, un grupo de transcriptos ausentes en las anteras tratadas se aislaron de estos
tejidos de las plantas control (G.2). Este grupo estaba principalmente representado en el genotipo

| e incluia los transcriptos inhibidos o regulados negativamente por el tratamiento con imazapir.
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Dicho grupo estuvo conformado por proteinas ribosémicas; varias proteinas de transporte
transmembrana; pequefias proteinas involucradas en la sefializacion intracelular por la union a
GTP; familia beta de las proteinas G y proteinas de unién al ADN (Tabla 5, Figura 13). El grupo
de proteinas de sefalizacion intracelular incluyé varias GTPasas pequefias de tipo Ras y Arf,
miembros de la superfamilia de pequefias GTPasas. Aparentemente, las pequefias GTPasas se
conservan en todos los organismos como interruptores moleculares criticos para la modulacion
de muchas rutas y funciones de sefializacion especificas (Yang, 2002). Se ha demostrado que
algunas GTPasas pequefias se localizan en vacuolas en desarrollo y se acumulan
preferentemente en el tapetum, las células microsporogénicas y los tejidos vasculares en las
plantas (Li et al., 2001). Aunque las pequefias proteinas GTPasa Ran no se han estudiado en
plantas, se sabe que regulan el trafico de ARN y proteinas a través de los poros nucleares en
otros organismos y se requieren proteinas Arf para la formacion de vesiculas en el sistema
secretor de las plantas (Yang, 2002). Si bien todas estas proteinas estaban principalmente
representadas en este grupo, también se pudo identificar un Unico transcripto homoélogo en el

grupo G.1 del genotipo R.

Curiosamente, una Unica proteina (TDF 13) presente en plantas control y ausente en tratadas
se expres6 en ambos genotipos. Siendo la proteina homologa a un transportador transmembrana
(13_G/C_5.3).

De este modo, los mecanismos mas representados en el genotipo R (HA425) fueron
fosforilacion de proteinas (receptores quinasas de normalmente alta expresion en tejidos
reproductivos, que suelen activar, desactivar o alterar las funciones proteicas al generar un
cambio en su conformacion) y procesamiento de xenobibticos (representado por enzimas
citocromo P450, una superfamilia de monooxigenasas con funciones de biosintesis de
compuestos como hormonas, compuestos defensivos, acidos grasos; y receptores de
sulfonilureas SUR1: miembros de la familia de transportadores ABC, reguladores del canal ATP
de potasio). Mientras que para el | (1058-1) los principales fueron las vias de sefializacion
intracelular mediadas por GTPasas (regulan el transporte mediado por receptores entre el nacleo
y el citoplasma, involucrandose en sintesis, procesamiento, exportacion de ARN, siendo un punto
de control del ciclo celular); el transporte transmembrana (con funciones estructurales en canales
transportadores de iones, recepcion de sefales celulares); y la traduccién (proteinas

ribosomales).

55




Un grupo de TDFs tuvieron un comportamiento singular, siendo identificadas en G.1 Ry G.2
I. Entre estas se clasificaron proteinas asociadas a la traduccion, de transporte de membrana
(31_A/C_4.1) y de respuesta a estimulos (15 _G/C_6.1).

Dado que ambos genotipos cuentan con el mismo mecanismo de resistencia asociado al sitio
de accion de la enzima y que la diferencia entre ambos es que el genotipo R presenta ademas
un mecanismo NTSR, los transcriptos inducidos o reprimidos por el tratamiento en ambos
genotipos simultdneamente serian los que estan involucrados en la propia via de androesterilidad
inducida dado que su expresién diferencial es independiente de la presencia del mecanismo
NTSR. Como se detall6 anteriormente, dentro de los mecanismos inducidos por el tratamiento en
ambos genotipos encontramos procesamiento metabdlico de xenobidticos, traduccion celular y
fosforilacion de proteinas, a su vez, otros procesos como los de oxidorreduccion a través de la
enzima transcetolasa (cataliza la transferencia reversible de una unidad cetol a un receptor de
aldosa, siendo un vinculo entre las vias glucoliticas y pentosafosfato) y actividad endopeptidasa
de tipo aspartico (permiten liberar péptidos biol6gicamente importantes). Finalmente, el Gnico
proceso biolégico que fue compartido a nivel del grupo G.2, regulados negativamente por el

tratamiento en ambos genotipos, fue el de proteinas de transporte transmembrana.

Nuestros resultados coinciden con la bibliografia publicada anteriormente. Se ha informado
que el tratamiento con imazetapir induce la expresién inmediata de genes de desintoxicacion en
Arabidopsis, pero los genes relacionados con la biosintesis de aminoacidos, metabolitos
secundarios y ARNt se regulan positivamente en etapas posteriores (Manabe et al., 2007). Segln
nuestros hallazgos, es posible sugerir un modelo preliminar de accién para el efecto gametocida
del imazapir en los genotipos analizados. En primer lugar, postulamos que la toxicidad del
herbicida induce la expresion de proteinas implicadas en los mecanismos NTSR en el genotipo
R, pero también induce proteinas asociadas a detoxificacién en el genotipo I, reduciendo el
numero de moléculas que llegan a la enzima AHAS. Posteriormente, dado que el pool de enzimas
AHAS es principalmente susceptible al herbicida en anteras de girasol resistente (Ochogavia et
al., 2014), la inhibicién efectiva de la enzima AHAS da como resultado la inanicién de los
aminoacidos de cadena ramificada (BCAA) en el desarrollo de tejido esporogénico y células del
tapetum. Se demostro previamente en genotipos de colza tratados con inhibidores de AHAS, que
el desequilibrio de la reserva de aminoacidos en estos tejidos que presentan altas tasas
metabdlicas disminuye la sintesis de proteinas, la transcripcion del ARN y la replicacién del ADN,
pero también induce la muerte celular autofagica excesiva (Liu et al., 2017; Zhao et al., 2015). La

identificacion de transcriptos homologos a proteinas asociadas a la muerte celular autofagica en

56




nuestro estudio permite deducir que un mecanismo analogo al reportado en colza estaria teniendo
lugar en las anteras tratadas. Ademas, las microsporas en desarrollo absorben nutrientes del
tapetum, una capa interna de células en el l6culo de la antera. Durante la maduracion de las
microsporas los plastidos se someten a una reorganizacion estructural intensiva (Carrizo Garcia
et al., 2017). La induccion de transcriptos asociados a procesos oxidorreduccion en nuestro
estudio estarian asociados a los cambios en el metabolismo de plastidos en las microsporas de
plantas tratadas.
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6 CONCLUSION

Los resultados obtenidos en el marco de cada objetivo especifico planteado de este trabajo de
tesis permitieron detectar las primeras evidencias sobre las posibles bases moleculares y
fisiologicas del mecanismo de androesterilidad inducido por el tratamiento con dosis elevadas de

imidazolinonas en estadios vegetativos tardios en plantas de girasol resistentes.

La aplicacion de herbicida redujo el numero de granos de polen por flor, alteré su
exomorfologia y su viabilidad, y disminuydé el nimero de semillas viables producidas por
autofecundacion. Se comprob6 un importante dafio del tejido esporogénico, lo cual afect6 la

microgametogénesis.

Los resultados presentados en cuanto al estudio transcriptémico indican que la
androesterilidad en plantas de girasol Imisun tratadas con imazapir puede estar asociada a genes
gue desencadenan tres mecanismos principales tras la aplicacion de doble dosis de campo en
estadio vegetativo tardio: induccion de mecanismos de detoxificacion; inhibicion de la biosintesis
de proteinas y la transcripcién del ARN durante la microsporogénesis y la microgametogénesis
seguida de muerte celular autofagica en microsporas; y alteraciones del metabolismo de los

plastidios en microsporas y células del tapetum.

Sin embargo, resulta necesario realizar estudios adicionales para identificar las
interconexiones moleculares entre las rutas propuestas. Nuestra investigacion proporciona las
bases para identificar el modo de accidbn de la androesterilidad inducida por quimicos
gametocidas en girasol, contribuyendo a ampliar la frontera del conocimiento sobre una nueva
herramienta para la produccion de semillas hibridas que en el mediano plazo podria ser aplicado

para la optimizacién de los programas de mejoramiento de cultivos de girasol.
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7 CONSIDERACIONES Y PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos permitieron construir las primeras evidencias en cuanto al
mecanismo molecular de induccién de androesterilidad por el tratamiento con imidazolinonas. Se
indagaron las bases tanto a nivel fisiologico como transcriptomico, continuando la investigacion

del grupo de trabajo de la facultad.

La perspectiva en el corto plazo contempla poder detectar las principales vias de induccién de
androesterilidad y sus interconexiones por medio de un analisis transcriptomico completo,
evaluando el transcriptoma de los dos genotipos bajo estudio (HA425 y 1058-1) en las dos
condiciones de tratamiento planteadas a través de una herramienta como RNA-seq. Por otro lado,
seria de gran interés indagar los alcances de esta nueva metodologia induciendo androesterilidad
en genotipos de diferentes fondos genéticos, evaluando la eficiencia del tratamiento y su

correlacion con la expresion de transcriptos de interés.
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Anexo |

Anotacién de secuencias identificadas en este trabajo de tesis en la base de datos de ADN de

ANEXO

Japon: DNA Data Bank of Japan DDBJ (https://www.ddbj.nig.ac.jp/index-e.html).

SECUENCIA cODIGO LONGITUD NOTA

CONTIG1 LC553466 142 fragmento derivado de
ACCAAAACGTAAAAAATCTGACGATGAGTCC transcripto (TDF) obtenido
TGACCGATTATTCCTATCACAACTGGATTTTTT por analisis cDNA-AFLP
GGAGATTTTACAGGAATTGTACATAAAAACT

TAAGACAGTTAAAAAATAATAAAAAAACGC

ATGGTACGCAGTCAACA

CONTIG2 LC553467 146 similar a la proteina
AGAACTCTTGAGCTTGTAGGTGGTCTTGAGC ribosomal L18, IPR021138;
TTTCTGGTTGGTGGTCTAACCTTCTTGAAGAC fragmento derivado de
CAACGGGAACTTGATCTTCGAATTATGGAAC transcripto (TDF) obtenido
TGCTTGGTGGACTCCCTCTTGCAGAGCTTGGC por analisis cDNA-AFLP
GGGCATGGTACGCAGTCAGA

CONTIG3 LC553468 146 similar al ARNm de proteina
GAGTCCTGACCGATGAGTCCTGACGATGAGT G putativo de la familia beta,
CCTGACCGAGGACATCGCCACGCATCTGGAC AY463016; fragmento
ATGGTACGCAGTCAGGGTCCTGATGATGAGT derivado de transcripto
CCTGACCGACGATGAGAATGCTGTCGCTGTG (TDF) obtenido por analisis
CTGCATGGTAGTCACTCAGCTG cDNA-AFLP

CONTIG4 LC553469 140 similar al ARN mitocondrial
GAGAACTTTGGATCTTAGCACCCAATCAGTCT de H. annuus,
GTCTGTACTAAGGATGACGGCCTGTATTCGG mt_gi_571031384.22;
AGTCTTACCGTCTAGCCGTTGGTACTCCGCAT fragmento derivado de
CTTCACGGAGAATTCAATTTCACCGGGTCATT transcripto (TDF) obtenido
GGAAGCAATCCAA por analisis cONA-AFLP
CONTIGS5 LC553470 159 similar a la proteina

ACGGTAAGCATACATATGTCCGACGCTGCTT

GTGAAGAAGCTCTTCAATGCACTCGTGCAAG
GCAGTAGAGTGATATTTCGATTCTCCTGCTCT
TTTTCTCTATTGCTAAACTCAGACCGGTTGGG
AACGTGCCAAGTGCTACCATGGTACGCAGTC
AA

transmembrana 135
(TMEM135), IPRO26749;
fragmento derivado de
transcripto (TDF) obtenido
por analisis cDNA-AFLP
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CONTIG6
CTTTACTCAGTCGATAAGTCCTGACCGAGAAC
ACCCTTTGTGGGCTCTAGGTTAGCGCGTAGTT
GGGCACCGTAACCCGGCTTCCGGTTCATCCCG
CGTCGCATGTTCTGCTTACCAAAAATGGCCCA
CTTGGAGCTCCCGATTCCATGGTCGCAGTCAT
GTGATGGCCCGAGAAACGACAAACTATAGGT
GACGAATTGATGAGAAAATCTGAGGAATGA
ATCCGGTTTTACGAGATGAGGGCTTTATCTTG
ACGGGGTTGTGGCTCCGTGACGCAGAACAA
GACGACATTTCGGTGGGGTTGTGGGGTGGTG
TCTGAGTGGGGGAAAGAAAGAACTGGAG

CONTIG?7
CCTTAATCTGACGATGATTCCTGACCGGCTGG
CCAGGGGATGCGACTTCCACCGGCCAGGCAT
CGCGCGCCTCGCGAAAGCGCGCCAGCAAATC
GGGCAGCGGCACCATCAACCCGGCTTGCTGC
TTTTCACCGAACCCGGCCATGGAACGCAGTCC
CCGGCCATGGTACGCAGTCAAACAATCACGG
CCATGGTACACAGT

CONTIG8
GACGATGAGTCCTGAGTAAGGAGATGCACA
CCGAGTATTGTGCTATCTCTAATCTGTGGTAC
TCCTACACAACAACACTGTCTTCAAGCTCTAC
GGGATCAGGGAAATTTTCCTGCGAAGCCCTC
TTGAACGAGAACGAATTCTCCTCCTCATCGCT
TCCTTGAGACTCTGCTGTATTTCTCTGAGCAA
CTGGTTTCCCCGATGTTGGCATGGTACGCAGT
CAGAGTCCTGATGATAAGTCCTGAGTAAGAA
GATGAGTCCTGAGTAAGAAGATGAATCCCGA
GTATTGCTATTCTCACAA

CONTIGY
GGGCATCGGATGACACACGCACCCTGGAGAT
GATGGTGCGCTAAGATGCGCCACTTTTGATG
TTCCTTATTAGGTGATTTGATTGTGTTTTGTCA
TGGTACGCAGCAACGGAAGATGAGGTTGAT
GGGCTGTGTCTTGGTACGCTGTCAGAACTCT
GCTTGAGTGACCTGTAGTGCTGCACGGTGGG
GACGAGAGAGAACGGTACGCAGAATTCGTG
CCCATGCTGGGTATATCATACCGCGAGGGAC
GAGGGTTTCTGCATCCAGATACTCGGGACTT
GTAAGTTGATGATCAGAGTGGTGTCTGGAAT
ACTGTAGACTGTTGTTTTGTGAAA

LC553471

LC553472

LC553473

LC553474

342

202

301

334

similar a la secuencia del gen
de ARN ribosémico mt,
F1626461.1; fragmento
derivado de transcripto
(TDF) obtenido por analisis
cDNA-AFLP

fragmento derivado de
transcripto (TDF) obtenido
por analisis cDONA-AFLP

similar a receptor LRR de
tipo serina/treonina-
quinasa At2g16250;
fragmento derivado de
transcripto (TDF) obtenido
por analisis cDNA-AFLP

similar a IPRO01806:
superfamilia de pequefias
GTPasas; IPR002041:
pequeias GTPasas Ran;
IPR005225: dominio de
proteina de unién a GTP
pequefio; fragmento
derivado de transcripto
(TDF) obtenido por analisis
cDNA-AFLP
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CONTIG10
TGAGTCCTGACCGAGCAGCCAGTGAAACTTC
TAATGTAAAGAGAGCCGTGGTCATGGTACGC
AGTCAGGACTCATCGTCAGGACTCATCTCGC
ATACTGCGTACTCTTCATCAGGACTCATCACT
CATACTCCGTACTCATGACTCAGACTCATGAC
TCATGACTCTTCATCATGACTCATCATCCATA
ATCATGACTCATAAC

CONTIG11
GAGTCCTGACCGAAGAGTCCTGACGATGAGT
CCTGACCGATGGATGCAGTATTTAGAAACAT
AAAGTGGCGTTTCTCTAGGCTTGAGATGAAA
CAAAAGCTATTCAGAAACATAGAAATGGTGT
TTCTCTCTAGGCATGGTACGCAGTCAAGAAG
ACTC

2_C-G_51
GGTCTGAGTCTTGGGTACTGCTATAACGCGCT
ACTTTTGCACCTTCCTTAGTACTTCCATGTTCA
TCGCGCTTCGCCATGTCTCCTTACCAAAAATG
GCCCACTTGGAGCTCCCGATTCCATGGTACGC
ACACAA

12_G-A_4-1
CTTGTGCGTTCATATGGAGATCTGAGTAAGA
TGAGTCCTGATTAGAGGAGCCCTGTTTATGA
TGCTTAGTAGGTGCGATGATCGTGTTTTGTTG
TGATGATCGTTCATTGTCGTGTTGCTCGTTCA
TTGTCGTG

13_G-C_5-3
GGGGGATGTTACCAGGTCCGGCTGGTTCTAA
TAACCTTCCTTGGGTTCAGAACGGTACAAAG
GGGCTATTTCGATCCTCCGGTCCTTTTTCCCTT
TTCCTAACCTCAAACCGTTTGGAAACTTGCCA
ACGGTTAGGAAGCTACCCAACAACTACCATG
GTACCCATCCA

27 _T-A_8-5
CTCTACCATAGCAAAGATCTGATATTAACCTG
AATATGATCCTGATCCAGCATCCTGATTCCGG
TCTATTGTTCCTGATTCATGATTCATGAATCA
AGATCAAGGATCCTTATTAAGAGTCCTGAAT
TTGA

LC553475

LC553476

LC553477

LC553478

LC553479

LC553480

204

159

135

134

169

131

fragmento derivado de
transcripto (TDF) obtenido
por analisis cDNA-AFLP

fragmento derivado de
transcripto (TDF) obtenido
por analisis cDNA-AFLP

similar al ARN ribosdmico,
rDNA_gi_563582565.2;
fragmento derivado de
transcripto (TDF) obtenido
por analisis cDNA-AFLP

similar al dedo de zinc, tipo
C6HC IPR002867; E3
ubiquitina-proteina ligasa
p28, IPR016398; pequeiias
GTPasas Ras; fragmento
derivado de transcripto
(TDF) obtenido por analisis
cDNA-AFLP

fragmento derivado de
transcripto (TDF) obtenido
por analisis cDNA-AFLP

similar al citocromo P450,
IPRO01128; fragmento
derivado de transcripto
(TDF) obtenido por analisis
cDNA-AFLP
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32_G-C_6-3
ACGATGAGTCCTGAGTACGACGATGAGTCCT
GAGTATGGTACTCAGTCCTGGATACGAGTTC
TGCCCATGAGTCCTGACCGAAATCCGTTATCA
GGATCACCCCTGGGCATGGTACGCAGTCACA
TGAGTGCTGATCAGTCCTGAGTATCAGGATC
ACTCCTGGGTATGGTGATCAGTCATGAGTAT
GATGATGAGTCCTGAGTAAGACGATGAGTCC
TGAGTATGACGATGAGTCCTGAGTATGATGA

36_T-C_8-1
TGAGTCCTGATGATGAGTCCTGACCCACGGT
CCCTTTCCTTCCAGATGGGCTCCTTTTACTGGA
TCTACCAGATGGGTCCTGATGATCAGTCCTGA
CCGATGATGTCGTTAATGAAGGAGTTCATGA
TGGGCATGGTACGCAGTCAGAGTCCTGATGA
TGAATCCTGACCTATGAG

37_T-C_8-6
ATAAAAGAAGGGCGAATTGGATTGGCCTTTT
CTATACCACTCCACCATCACTTGGAGAGAGA
GGATTTACTGTGGCTGTTGAAGGGTAGCATG
AGGTGCCCCAGAGAGAAAGGCCCATTTCCTG
TAATTGCAGGAAAAGAAAACCTGTTCTTCTCC
TGGTCTTGGAACCACACAACCAACCTAATACT
TGGCCATAAATGGTGATGGGTGGCCAGATGC
CTTCAGAACAGCCCACGAAGCCCGGAGTAAT

41_G-C_5-1
GTGGATGTATCAGTTGTGGTAGGTATCCTAT
GTCCGACATTGTTGTGAAGAACTTTCAATGG
CTCGTGCAAGGCACTAAAGTGATATTTCGATT
CTCCTGCTCTTTTTCTCTATTGCTAAACTCAAA
CCGGTTGGGAACGTGCCAAGTGCTAGCATGA
TACGCAGTCA

42_C-A_10-1
ATCCCTGTTCTTACCCTACCGGATGTGCTGTTC
AACCCACATCATGTACAGTTTCTGGGACAAA
ATTACGGGTTGGGGGAACCGGGATGGTTCGT
TTGTCAAGTACCGTGGCGATCTTTCCTTCAAT
CTGAAAGCACACCGTTGGGCGGAGGTGATG
GTATTGACCTGCCCTCGTCTTGTATGTGCCCC
ACAGGAAGTAATTGCCCCCGCCGATCGA

LC553481

LC553482

LC553483

LC553484

LC553485

249

176

250

168

217

fragmento derivado de
transcripto (TDF) obtenido
por analisis cDNA-AFLP

similar a la histona H2B,
IPRO00558; fragmento
derivado de transcripto
(TDF) obtenido por analisis
cDNA-AFLP

similar a proteina con
dominio ELMO (EnguLfment
and Cell MOtility),
IPRO06816; fragmento
derivado de transcripto
(TDF) obtenido por anélisis
cDNA-AFLP

similar a la proteina
transmembrana 135
(TMEM135), IPR026749;
fragmento derivado de
transcripto (TDF) obtenido
por analisis cDNA-AFLP

fragmento derivado de
transcripto (TDF) obtenido
por analisis cDNA-AFLP
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44_C-G_8-1
AACCCTTGTTCTCCTCTCCAATTCCATCATTTC
CATGGCTCTCTCCGTCAACAGCTTCTTATTACT
TCCGGTAAGCGGTCTGTCCATTGTAAACCAA
ACTAATGGTCTCCCGCCTTACGGGGGGTGAA
ACCATGGTGAAGGAGCATGGAGCTGCTTAA
GTGCGAGTGATGGGGATTTTCTAGTTTAAAA
AGGGCCGGGAGGAGGGGGCCCGACGGGGC
TGGCGTGGGGG

45_C-T_8-2
AGTGAAAACCTACGCTGTACTTGTGCTATCAT
ACAACATTTGGATGAAATGGCTACACGCCCA
GCCTCGGCATCAAAACTTGAAGCCAGTAATG
TCAAAAGGCATCAACTACCAGATTTCTTTTCC
ATCTGCAAAAAATTACCCGAGGGGAAGCACA
TGGTACGCAGTCATCATCACGACTCATGATGC
CTATC

47_T-A_7-1
CCACATCATTGACCAGCTTAACCCTGGCGATG
CCTTGGTCATGGTACGCAGTCAGAATGACGC
TGGTCCCATCACTTCGACCCCTCACTCTTAATC
ATTCATCTCTATCCGGGAGAGACAGCCAACT
ACCTTTTATTTCTTTTGGGGGGTGCTAGAACG
CCCGTCTTAAATGATTCATGATCCGTGGGCTT
GTGGTTGAATTGATGGCGTGGTTTGGCTGTA
GTGTGAAGTAGGGGAGAGAGTAAAA

51_C-C_7-6
GGGTAAAAGTTTTTTCTAAATTTCTGTGCCAA
ACTACATACAACGTCTCTTCAAGCTCTAAGGG
ATCAGGGACATTTTAAGCGAAACCAATAGAA
CGAGAACTTATTCTCCCCCTATTGCTTCATGA
GAACTGCTTTTTTCTGAAAACTGGATTCCTCA
TATGGAAAAAAGAAATTAGATTTCTGATTAT
TGTCATGAATAAGATGACAAAACTAAATCAG
TGACGAACAGGGGGTATT

52_A-T_6-1
TAGCGGGGATGGATCCACCCCCAGATGCCTT
CTAATCGTTCGCTGTACCCTATAGAACTCGGA
CCCGGGCTCCGGCTATCCAGAGGAAAACGTC
GGAGGTAACCAGCTACTAGACGGTTCGATTA
GTCTTTCGCCCCTATACCCAAGTC

53_A-T_6-3
AATCTAGAAGATAAATATAAAAACAATATGA
AATAACTATCGACTTTCCTAGTGCGTTATTAG
ACTGAAAAATTACCCTCAGTGTCCCTTTCCAA
GCCACCGCTATCAAGTTAAAAAAAAAGAATA

LC553486

LC553487

LC553488

LC553489

LC553490

LC553491

229

194

247

239

149

178

similar al receptor de
sulfonilurea tipo 1;
IPRO27417: P-loop que
contiene nucleésido
trifosfato hidrolasa;
Subfamilia C de casetes de
unién a ATP; fragmento
derivado de transcripto
(TDF) obtenido por analisis
cDNA-AFLP

similar al citocromo P450,
IPR0O01128; fragmento
derivado de transcripto
(TDF) obtenido por anélisis
cDNA-AFLP

similar al citocromo P450,
IPRO01128; fragmento
derivado de transcripto
(TDF) obtenido por anélisis
cDNA-AFLP

similar a la proteina no
caracterizada Ha412v1rl
03g020890; fragmento
derivado de transcripto
(TDF) obtenido por analisis
cDNA-AFLP

similar al ARN ribosémico
rDNA_gi_563582565.2;
fragmento derivado de
transcripto (TDF) obtenido
por analisis cDNA-AFLP

similar al dominio potencial
de unidn al ADN IPR025927;
fragmento derivado de
transcripto (TDF) obtenido
por analisis cDNA-AFLP
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ACCCACAAATAGTATGATCATCGAGACCTGA
ACTGGAGACCTGACCAATAAG

54_G-A_4-3
AGGATGAGACCTGGCGCTCAGATGCGCCACC
TTTTGATGATCCTTATTAGGTGATTTGATTGT
GTTTTGTCATGGTACGCAGGCATTGACTGGG
ATTCAGCACCGTACTCAGGACTCATCATCTTA
CTCAGGACTCATCATCTTACTCAGGACTCATC
ATCTTACTCA

55_G-C_5-1
GGAGGATGAACCTTGTAGGTGGTCGTGAGCT
TTCTGGTGGGCGGTCTATTTTCTTGAGGAGG
ACGGGCTTTTGGTCTTCCCATTATGGAACGGG
TTGGTGGACTCCCTCTTGCAGAGTGTGGTGG
GTATGGTACACATTGACGGGCATGGCACGCA
CTCATTCTGAGGGGAGCGCAGAGACTCCCCC
CCCTTTACTTCTTTATGGGCGTAGAGAAAACG
ACCATAAAAAGATTTTTCATCATCTGTGGTCG
TGGCCGATGTAGATGGTGGGGGTGTTGTGCG
GAGTAATTAAGAAGGGGA

GAAGATAATT

55-_G-C_5-2
AGGTCAAAAAACTTGTAGGTGCTCTTGACCTT
GCTGGTGGGCTTGCTAATCTCTCTTGTGGAGC
TCTAACCTTCTTGTCTACCAACGATAACTTGG
CCTGCGAATTACCCAACTGCTTGGCGTACTCC
CTCTTGCACACCTTCACGGCCATGGTACGCAG
TCA

57_C-A_10-2
TTAAAGTATTGGGCTCTTCAGATAGTTGATGC
AGAAGGTGTCAATGATGTAATGACATTTAGG
TTCCTTTCATATGTGTATTTTTTATTAATCATA
TAATGTACTCTGAGAATTTGAGATTGATTTAG
GCCTGATATTGTGTAATCATAATGCTCATTTA
TCATTTGTTTGCAACCTGAACTCATGCGTGAT
TACCCGCTGAACTTAAGCATATCACTTAGCGG
AGAAAATAAACTAAA

59 T-G_3-1
ATTTTTTATTTAGTACATTATTCTTGATGGATG
ATATTGGCCTAGTTACTTCCACCGTGTTTGAT
ACCTCTTGCCTCGCGTAATACTCCTGCATATC
GTGACTGACACCATCATCCCGGCTTGATGCTT
TTCATCGAACCCGTTTATGGTACACAAAAAA
AGACTTGATTTTTATTTCTTTTATATTTTTTACT
TAATGTAAAA

LC553492

LC553493

LC553494

LC553495

LC553496

168

310

163

239

204

similar a la superfamilia de
pequenas GTPasas,
IPRO01806; fragmento
derivado de transcripto
(TDF) obtenido por analisis
cDNA-AFLP

similar a la proteina
ribosdmica L18a, IPR021138;
fragmento derivado de
transcripto (TDF) obtenido
por analisis cDONA-AFLP

similar a la proteina
ribosémica L18a, IPR021138;
fragmento derivado de
transcripto (TDF) obtenido
por analisis cDNA-AFLP

similar a la proteina de
resistencia a enfermedades
IPRO00767; fragmento
derivado de transcripto
(TDF) obtenido por analisis
cDNA-AFLP

similar a IPR0O05478:
transcetolasa, de tipo
bacteriano; IPR0O09014:
Transcetolasa, C-terminal /
Piruvato-ferredoxina
oxidorreductasa, dominio Il;
fragmento derivado de
transcripto (TDF) obtenido
por analisis cDNA-AFLP
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60_T-G_7-3
ACAAAAGGGTTTAATATCAAATTCCTCATTTC
CCTTCTTTCTCCACACACCTTGTTTTTATTACTT
TTGTGTATTTCATACTGTCCCACTTATTTACAT
GGAACGGATCCTTTGAAACGACCTCTGACTG
ATGAATGCTGACTGATGAACCTGATGATGAG
TCCTGACCGACGATGAGTCCTGACCGAGGAT
GAACGTGCAGGGCCCTTACGGATCCTCCCAG
AGATGTCCTAGTGAGAGCCATGGTACGCATT
CACAGCCGGAACTCTTCTCGTAGACTGCATAC
CATGAATACTGCCCCTTCATCAATGATTAA

60-_T-G_7-3
AGAAAAAACAGAAAATAAAAAAACCTATTA
TCTGAAAATTATCCCCCGATGTTGAGAGAGG
ATGGGTAACACCTATCATCTAGGTCGTCCTGC
TTATGCGCATCAAGGACGTCATGTTGGCAAT
AATGTGATTTTCCATGTCTTTTTTTTCAGGGCC
CAATATTTTCCAATTTGTATGCTTTTTATTCTT
ATCTTTTGAAAACTACACCGGTTAAGGTTTGG
TATGAAATCTCAGTCCTGGTAG

61_T-G_7-4
GTAACGGTGGGGTTTGATCTCCAAATTCCATC
ATTTCCAAGTCTTTCTCCAAGCAACAGTTTTTT
ATTACTTCCTTGTATTTCTGTCTGTCCATTGGC
AAACCAAACAAAATGTTCTCTTGGGCGTCCC
AATTTGAATCCATGGTAGGCAGGCCGCCAGA
ACTCATCTCGAAGACTTCTTACCAT

N62_T-G_10-1
CCGGACGAGGCCTATGGATTCACACCTGAGC
TATGGTACCTAGTTAAGTGGCAGGATTTCAA
ATACTATTGAATGAATATGTTTTATTAATACA
TCATTCTTAATGTTAATATTCTTTCTTTTAATTT
TITGTTTTITTTG

63_T-G_7-2
ACAATAATAAACACTTTATCTTGGTGGAATAT
GCTACAAACATGTTATGATCCTAACGAAAGG
AGGTTCCTGCCTTCCCCTGCCAGGGGAAGGC
TTCTCTTGTCCCTTCTTCTTTGGTGGATGAGAA
AATGAGGCTGGGGCTACATTCATTTCATTCTC
TCTGGAAAGAAAAACTCACCAATCCCCCCCTT
ACTTTGGGGGGGTGGGGTAAAAAAGACCCA
GAAGATGAGGATTTCTTGATCTGTGGCCTTG
TGCGCTGAAGGGGATGGGTTTGCTCTGGAAT
GAGGAAGAAGAGAGGGAGAAAAAAAAA

LC553497

LC553498

LC553499

LC553500

LC553501

316

244

185

141

310

similar a la proteina de
hierro-azufre de Rieske,
IPR014349; fragmento
derivado de transcripto
(TDF) obtenido por analisis
cDNA-AFLP

fragmento derivado de
transcripto (TDF) obtenido
por analisis cDNA-AFLP

similar al receptor de
sulfonilurea tipo 1,
IPRO00844; fragmento
derivado de transcripto
(TDF) obtenido por analisis
cDNA-AFLP

fragmento derivado de
transcripto (TDF) obtenido
por analisis cDNA-AFLP

similarala
presenilina/péptido sefial
peptidasa, IPRO06639;
fragmento derivado de
transcripto (TDF) obtenido
por analisis cDNA-AFLP
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64_G-G_2-1
GTTTAATACCTACTTATTTTCTGTTTCCATAGG
TTTACGACTTACAACTTTACGTTACACATAAC
CTAACCATCTTATTCCTTACATCCATGGTACGC
AGTCACAACCCTGGTGATGAGTCCAGAGGGA
TGATGACTCATCCTGATGATTAGGATG

65_T-C_1-2
GAGTCCTGATGTTGATGCTTGAAATAAATTTT
GTTTCTGCCCCCATAAGGGGACGCCTTTTCCT
GTTTCTTTCCAGGGTTGCCATGGATCAGGACT
CAAGGTCGGGATTCATCTGCTTTCACCCCCTA
GGAGGGGGAAGCAGCCAGGACCCATTACTT
ACACTGGGACGGGTACTCAAGACTCATCAGC
AAGAGTTTTCCTTCACTGACTGGCTTGGCCGA
CTCAGTAGATAGCATTGCTATGGACTGGAAT
TAAGAAACAGGGAAAAAAGAAAAG

66_T-C_1-3
CAGCGGGATGAGTCTGACTGATGAGCCTGAG
ATGAGCCTGACCGACCCTTCTGCCGACGAAG
CGCTCCTAGCCTTAATTGGCCGGGGCGGGCC
TCCGCCGCTGCACTTTGAAGAAATTAGAGTG
CTCAAAGCAAGCCATCGCTCTGGATACATTA
GCATGGTACGCAGACAGGACACTCCTCGAAG
ACTGCGTTCCATAATGCGGGGGTCATAAACG
ACCAGATTAAGAGGGTTTCAAGATCTGGGGC
CTTGGCCGCTGAAGTTGATGGCAGGGCTTTG
GACCGGAATTAAGAAAAAGGGGGAAAAGA
GAAAAA

67_T-C_1-4
GATAAGGAATAAATCTAGATTGAGAGGCAT
ATTTTTTATAACTGTTTTGAAACCAAGAAAAG
AAACATAATGTCTAATACTCGGAAGAAGGG
GGGTTTTCCGTCCAGCTCCAACCTGGGTGGA
AGAGAAAGAAAGGGAGCTTTATTTTTCATCT
TCTGAGGAGGGAGGAAATCACAAACCCTTAC
TTTTTTTGGGGGGGTAGAGAAAACAAAAAA
AAAAGATTTAAGATCTTTGGCCTTGGCGTTG
AATTGATGGAGGGCTTGGTGTGGAATTAAG
AAAAAGGGAAGAAAGTTAAT

69 _T-C_1-7
ACAAGTAGGCTGACCGACTCTTCTGCCGGCG
AACGCTCCTAGGCTTAATTGGCCGGGACGGG
CCTCCGTCCCTGTTACTTTGAAGAGGGAGAG
GCTCAAAGCTGGCCTTCGCGCTGGATACATT
AGCAAGGTACGGGGGATGGTCTATTTTTTTT
CCCCCTCTAAAGAGCGCAGAAACTCACAGCC
CCTTCATTCTTGTGGGTGGGTTAGAGAACCCC
ATGAAAGGAGGTCTTCATCATCGTGCTTGGT

similar a la proteina de
almacenamiento de semillas
11-S de plantas IPR006044;
fragmento derivado de
transcripto (TDF) obtenido
por anadlisis cONA-AFLP

fragmento derivado de
transcripto (TDF) obtenido
por anadlisis cONA-AFLP

similar a la secuencia
espaciadora intergénica de
ARN ribosémico 26S y 18S
KY826235.1; fragmento
derivado de transcripto
(TDF) obtenido por analisis
cDNA-AFLP

fragmento derivado de
transcripto (TDF) obtenido
por analisis cDONA-AFLP

similar a la secuencia del gen
de ARN ribosémico
JX158792.1; fragmento
derivado de transcripto
(TDF) obtenido por analisis
cDNA-AFLP
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GGTTGAAGTTGATGGTGGTGCTGTTGTGGAG
AGTTATGAAGAAGAGGGAAAAAGAAATATT

70_T-C_1-7
CATACTGAGAGGTCTTTCTTGCTTTCCCCGGG
GGGAGGGGGCTTCTCGTGAGCTCCCATCATT
GAGCAAGCATCTCATTTGAGGCTGCCCATAA
TTTTTTTCACTCTGTGGGAGAGAGAGACTCAC
CCCCCCTTACTTCATTATGGGGGTGTTAGAGA
ACCCCAGATGAAGATTTTTCAACATCTGTGGT
CTTCGCCGTTGAAGTTGATGGCGCTGCTGTG
GGGAGTTATTAAGAAGGGGGGTAAATAAAT
AT

LC553507

253

fragmento derivado de
transcripto (TDF) obtenido
por analisis cDNA-AFLP
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