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RESUMEN

IDENTIFICACION DE QTL PARA DORMICION Y ANALISIS MOLECULAR
DE LA INTERACCION ABA-GAs EN CARIOPSES DE SORGO GRANIFERO

El objetivo de esta tesis fue contribuir a la dilucidacion de los mecanismos moleculares y
genéticos que participan en la expresion de la dormicion de semillas de cereales,
utilizando Sorghum bicolor (L.) Moench como sistema modelo. Para ello se utilizaron
dos aproximaciones complementarias: la identificacion de QTL para el caracter
dormicion y la evaluacién de la ocurrencia de interacciones in vitro entre componentes
de la sefializacion del &cido abscisico (ABA) y el catabolismo de las giberelinas (GAS),
candidatos a tener un rol importante durante la expresion de la dormicion en granos de
sorgo inmaduros (i.e. antes de madurez fisioldgica). Los resultados obtenidos
permitieron identificar tres QTL (gDOR-5; qDOR-9 y qDOR-10) que explican una
proporcion de la variabilidad que se observa en el patron de expresion de dormicion de
granos de sorgo maduros (i.e. después de madurez fisioldgica). Un analisis in silico de
las secuencias abarcadas por estos QTL mostré que ninguno ellos incluye genes
considerados como candidatos para dormicion de sorgo. En ese sentido, esta tesis aporto
nuevas regiones gendmicas que contienen genes hasta ahora desconocidos, que serian
importantes en la expresion del caracter dormicion en granos maduros. Por otra parte, los
analisis de unidn in vitro realizados mostraron que las proteinas SbABI4 y SbABI5
(componentes de la sefializacion del ABA) pueden interactuar de manera especifica con
el ABRC (complejo de respuesta al ABA) del promotor del gen SbGA20x3, responsable
de la degradacion de giberelinas activas. Este mecanismo de cross-talk ABA-GAs podria
ser uno de los responsables del mantenimiento de la dormicion en cariopses inmaduros
resistentes al brotado pre-cosecha. Mas aln, el ABRC del promotor de SbGA20x3,
involucrado en las interacciones, se encontr6 ademas en los promotores de genes GA20x
de otras especies monocotiledéneas como Brachypodium y arroz (Oryza sativa), pero no
asi en las dicotiledoneas analizadas, sugiriendo que el cross-talk ABA-GAs podria tener
lugar en otras especies ademas de sorgo. Los resultados de esta tesis en forma conjunta
aportaron nuevas evidencias acerca del rol preponderante que tienen ciertas regiones del
genoma 0 genes puntuales en la expresion de la dormicion tanto en granos maduros
como inmaduros de sorgo granifero.

Palabras clave: sorgo granifero; Sorghum bicolor; dormicion; QTL; acido abscisico;
giberelinas; SbABI4; SbABI5; SbGA20x3.
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ABSTRACT

DORMANCY QTL IDENTIFICATION AND MOLECULAR ANALYSIS OF
ABA-GAs INTERACTION IN GRAIN SORGHUM CARYOPSES

The aim of this thesis was to contribute to the current knowledge on the molecular and
genetic mechanisms underlying seed dormancy expression in cereals, using Sorghum
bicolor (L.) Moench as a model system. Two complement approaches were used: QTL
identification for seed dormancy and the evaluation of in vitro interactions between
abscisic acid (ABA) signaling components and gibberellins (GAs) catabolism,
candidates to have a role during immature (i.e. before physiological maturity) sorghum
seed dormancy expression. The obtained results allowed the identification of three QTL
(gDOR-5; qDOR-9 y gDOR-10) that explain part of the variability observed in the
expression of sorghum dormancy in mature caryopses (i.e. after physiological maturity).
In silico analysis of the sequences covered by these QTL, showed that they do not
include any of the genes considered as candidates for sorghum seed dormancy. In this
sense, this thesis provided new genomic regions that contain unknown genes that would
be important for dormancy expression. On the other hand, in vitro binding analysis
showed that SbABI4 and SbABI5 proteins (ABA signaling components) are capable of
interacting in a specific manner with the ABA response complex (ABRC) located in the
promoter of SbGA20x3, which is responsible for gibberellins inactivation. This ABA-
GAs cross-talk could be responsible for dormancy maintenance in immature sorghum
caryopses resistant to pre-harvest sprouting. Moreover, ABRC identified in the
SbGA20x3 promoter involved in the bindings, was also found in other monocot species
GAZ2o0x promoters, such as Brachypodium and rice, but was not identified in the analyzed
dicots, suggesting that the proposed ABA-GAs cross-talk could take place in other
species apart from sorghum. Taken together, the results of this thesis provided new
evidences about the predominant role that certain genomic regions or particular genes
have in seed dormancy expression in both mature and immature grain sorghum
caryopses.

Key words: grain sorghum, Sorghum bicolor, seed dormancy, QTL, abscisic acid,
gibberellins, SbABI4, SbABI5, ShGA20x3.
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CAPITULO 1

Introduccion general: revision de antecedentes y presentacion del problema

Resumen

En este capitulo se ofrece una revision de los antecedentes que conducen a la
presentacion de la problematica que se aborda en esta tesis. En primer lugar se exponen
conceptos generales vinculados a la dormicion y germinacion de semillas, para luego
hacer hincapié en las caracteristicas que adquiere la dormicion y el brotado pre-cosecha
en los cereales. A continuacion se avanza en la regulacién hormonal del caracter, con
particular énfasis en el rol que tienen la sefalizacion del ABA, el metabolismo de las
GAs vy la relacion ABA/GAs en la expresion de la dormicion. Seguidamente se ofrecen
conceptos y antecedentes relacionados a la naturaleza cuantitativa del carécter
dormicion y las herramientas disponibles para caracterizar la estructura genética
subyacente. EIl tramo final de este capitulo estd dedicado a la presentacion del sorgo
granifero como especie modelo para el estudio de la dormicion en los cereales. En ese
contexto, se repasan los antecedentes disponibles relacionados a las bases fisioldgicas,
moleculares y genéticas de la dormicion en granos de sorgo granifero. Finalmente se
plantean los objetivos e hipotesis de esta tesis.
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1.1. Introduccion

1.1.1. Dormicién y germinacion

Una semilla dormida es aquella que no tiene la capacidad de germinar cuando es
incubada en condiciones ambientales que de otro modo (en ausencia de dormicién)
serian favorables para su germinacion (Baskin y Baskin, 2004). Al igual que en las
yemas vegetativas con dormicion, la dormicion de semillas se caracteriza por un arresto
temporario del crecimiento y el desarrollo, y es un caracter que se ha adquirido a través
de la evolucion por la habilidad que otorga a las plantas de sobrevivir en ambientes
adversos. Teniendo en cuenta que la germinacidn es un proceso critico e irreversible en
la vida de una planta, la dormicién restringe la ocurrencia de la germinacion a ambientes
que seran mas favorables para el desarrollo de la plantula (Hilhorst, 1997). En plantas
silvestres de ambientes templados, la dormicion de semillas es un hecho frecuente, ya
que impide la germinacion en una estacion inadecuada, reduce la competencia
intraespecifica y le otorga a las especies la oportunidad de sobrevivir catastrofes
naturales y reducir el riesgo de una muerte prematura, considerandose por ello un
caracter adaptativo que se ha seleccionado naturalmente a través del tiempo (Finkelstein
et al., 2008). Se han propuesto diversas clasificaciones para describir la dormicion de
semillas. Segun el momento en que se impone o adquiere la dormicion, se puede
distinguir a la dormicion primaria (i.e. la que se desarrolla durante la maduracion de la
semilla en la planta madre) de la dormicion secundaria (i.e. la que adquiere una semilla
madura después de haber percibido condiciones ambientales que inducen la entrada en
dormicidn). A su vez, Baskin y Baskin (2004) propusieron diferentes tipos de dormicion
de acuerdo a su origen: morfoldgica (inmadurez del embrion), fisica (impermeabilidad
de las cubiertas) o fisiologica, pudiendo también encontrase combinaciones de estas
clases.

Dentro de las plantas vasculares, la dormicion de tipo fisiol6gica es la mas
abundante, encontrandose tanto en gimnospermas como en angiospermas. La mayoria de
las especies modelo que se utilizan para realizar estudios de dormicion (Arabidopsis
thaliana, Helianthus annus, Lactuca sativa, Nicotiana spp, Lycopersicum esculentum y
muchos cereales) presentan dormicion fisiologica (Finch-Savage y Leubner-Metzger,
2006). Este tipo de dormicion se caracteriza por la participacion de reguladores del
crecimiento (hormonas) sobre el potencial de crecimiento del embrién y/o sobre la
resistencia de los tejidos que se oponen a este crecimiento. En aquellas semillas que
presentan dormicion, este bloqueo a la germinacion se establece durante el desarrollo de
las mismas, mientras se encuentran unidas a la planta madre (dormicion primaria). La
dormicion fisioldgica puede ser de dos tipos: impuesta al embrion (el embridon no es
capaz de germinar aun siendo aislado del resto de la semilla) o impuesta por las cubiertas
(la semilla entera no germina, pero el embridon aislado del resto de la semilla si lo hace) y
algunas especies incluso puede poseer una combinacion de estos dos tipos de dormicién
dormicion (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). Ambos tipos de dormicién
fisiolégica son igualmente comunes y no parece haber una preferencia por un tipo
especifico dentro de familias o0 géneros (Baskin y Baskin, 1998). Independientemente del
tipo de dormicién de la que se trate, luego de alcanzar la madurez fisioldgica (momento
en el que se corta la conexion vascular con la planta madre), las semillas comienzan a
perder la dormicion con distinta velocidad, dependiendo principalmente del genotipo y
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en menor medida de factores ambientales (Benech Arnold et al., 1991; Rodriguez et al.,
2001). La dormicion se mide de manera indirecta a traves de la ausencia de germinacion
en semillas viables, cuando se les brindan condiciones apropiadas de temperatura y
humedad para la germinacion de esa especie. La dormicion puede afectar tanto la tasa de
germinacion como el porcentaje final de semillas germinadas, por lo que es conveniente
utilizar medidas como el indice de germinacion (IG) que tiene en cuenta el nimero de
semillas germinadas por dia en relacion al total de semillas, pero que a la vez pondera
con valores crecientes a aquellas que germinan méas temprano (Walker-Simmons, 1987).
A excepcion de algunas semillas que presentan dormicion absoluta y que no germinan a
ninguna temperatura, lo mas comun es que la dormicion se exprese a determinadas
temperaturas. En ese contexto, la dormicion es una condicion relativa méas que absoluta:
a medida que la dormicion disminuye, el rango de temperaturas permisivas para la
germinacion se amplia hasta un maximo y de manera contraria, cuando se induce la
dormicidn, el rango de temperaturas en el cual la germinacion puede ocurrir se estrecha.
De ese modo, en especies anuales de verano, como algunos cereales (por ejemplo sorgo
granifero), la dormicién no se expresa a temperaturas elevadas de incubacion (30°C) y si
se expresa a temperaturas menores a 10°C; por el contrario, en especies anuales
invernales (como algunos cereales de invierno: trigo, cebada) la dormicion no se expresa
a temperaturas bajas de incubacién (10°C) y si se expresa a temperaturas mas altas.

El peso fresco de una semilla aumenta a partir del ingreso de agua, y lo hace
siguiendo un patron trifasico. En una primer etapa (fase 1), cuando la semilla entra en
contacto con el agua del suelo, ocurre un ingreso de agua mas o menos rapido a la
semilla, producto de la gran diferencia entre el potencial agua del medio exterior y el de
la semilla (cuyo principal componente es el potencial métrico), y este flujo es modulado
por la resistencia de los tejidos. La fase Il de imbibicion o fase lag, se caracteriza por la
ausencia de ingreso de agua, debido al equilibrio alcanzado entre los potenciales agua del
medio y la semilla. Durante esta fase ocurren los eventos que prepararan a la semilla para
la emergencia de la radicula en caso de semillas no dormidas: se reactiva el metabolismo
energético, se ponen en funcionamiento mecanismos de reparacion de mitocondrias y
ADN, se sintetizan nuevas proteinas, se pone en marcha la relajacion de las paredes
celulares, el ablandamiento localizado del endosperma (en el caso de algunas semillas) y
comienza la hidrolisis de reservas. Durante la fase 111 se observa un nuevo incremento en
el ingreso de agua a la semilla que coincide con la elongacion de la radicula. Esta nueva
entrada de agua a la semilla estd relacionada a una caida en el potencial agua de las
células del eje embrionario, provocada por la relajacion de sus paredes celulares. La
extrusion de la radicula por fuera de las cubiertas seminales es el indicador de que la
germinacién se ha completado y todo lo que ocurra después de este momento se
considera un evento “post-germinativo”. La duracion de cada una de las fases de
imbibicion dependerd de caracteristicas inherentes a la semilla y de las condiciones
ambientales en las cuales se lleva a cabo la hidratacion.

Las semillas que presentan dormicion alcanzan la fase Il de imbibicion, pero a
diferencia de las semillas sin dormicién, no ingresan a la fase 111, permaneciendo en fase
Il por tiempo indefinido. Por lo tanto, en semillas dormidas se previene la emergencia de
la radicula en una estructura que estd hidratada y con metabolismo activo, incluyendo
una actividad transcripcional importante. Estudios comparativos de semillas dormidas y
no dormidas de Arabidopsis muestran que hay un gran nimero de genes cuya
transcripcion esta asociada al estado de dormicién, principalmente genes vinculados a
respuestas a estrés. Por el contrario, genes involucrados en modificaciones de la pared
celular y en la removilizacion de reservas se expresan principalmente en semillas sin
dormicion (Cadman et al., 2006).
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1.1.2. Dormicién y brotado pre-cosecha en cultivos de cereales

Los embriones de semillas de cereales tienen la capacidad de germinar desde muy
temprano en el desarrollo (15 a 20 dias después de la polinizacién) si son aislados de las
cubiertas y se incuban en agua (Walker-Simmons, 1987). Sin embargo, el grano entero
alcanza su completa capacidad para germinar mucho mas tarde que el embrion. Esta
dormicion impuesta por las cubiertas (endosperma y pericarpo) es la barrera que
previene la germinacién en los cereales y su duracion dependerd del genotipo y de las
condiciones ambientales reinantes durante la maduracion del grano y en etapas
posteriores. La duracién de esta dormicidon impuesta por las cubiertas determinara el
momento en que el grano adquiere capacidad para germinar. En este contexto, en los
cereales la dormicién puede significar un problema: si es persistente puede hacer fracasar
la siembra o la utilizacion industrial de la semilla en caso de que la misma requiera de su
germinacion (i.e. malteria); si la salida de la dormicion es demasiado anticipada,
expondria al grano a sufrir brotado pre-cosecha (BPC). En ese sentido, muchas especies
domesticadas han sido seleccionadas para una germinacion rapida y uniforme, seguida
de un répido establecimiento de las plantulas y elevados rindes. En muchos genotipos
eso se ha logrado a través de una salida anticipada de la dormicion, generando
precisamente que ocurra BPC, considerado como la germinacion anticipada de las
semillas cuando todavia se encuentran en la planta madre.

El fendmeno de BPC se ha evidenciado en varios cereales como trigo, sorgo,
cebada, avena y centeno, en afios en los que en la ultima etapa de maduracién de los
granos a campo prevalecen condiciones adecuadas de temperatura y elevada humedad.
El BPC tiene consecuencias econémicas importantes: i) reducciéon o pérdida de la
viabilidad de la semilla cuando se pierde la resistencia a la desecacion (el crecimiento del
embrién ha ido mas alla del “punto de no retorno™); ii) disminucién de la calidad del
grano debido a la hidrolisis de hidratos de carbono que puede crear un ambiente propicio
al ataque por hongos (Castor y Frederiksen, 1977); iii) reducciones en el rendimiento,
debido a una disminucion del peso de grano y iv) una reduccion en la longevidad de las
semillas cuando la germinacion no ha alcanzado el “punto de no retorno”, lo que
determina un menor tiempo durante el cual esas semillas puedan ser almacenadas sin
que el lote sufra una reduccion significativa de su viabilidad (Hofmann y Steiner, 1994).
En algunos cereales como trigo, se ha puesto mucho esfuerzo a nivel mundial en las
ultimas décadas en reducir el BPC a través de programas de mejoramiento. Sin embargo,
el problema del BPC en muchas especies cultivadas sigue sin resolverse, debido
principalmente a la complejidad bioldgica que conlleva el carécter, al importante
impacto que tiene el ambiente sobre su expresion y a la ausencia de un marcador
morfoldgico simple que esté asociado al nivel de dormicion de las semillas.

1.1.3. Regulacion hormonal de la dormicion: Acido abscisico

Se encuentra ampliamente documentado que el acido abscisico (ABA) cumple un
rol fundamental en la imposicion y el mantenimiento de la dormicién en especies que
poseen dormicion de tipo fisiologica (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006;
Finkelstein et al., 2008; Nambara et al., 2010). En la mayoria de las semillas estudiadas,
los niveles de ABA se incrementan durante la primer mitad del desarrollo de la semilla y
descienden durante la maduracién tardia, acompafiando el descenso del contenido hidrico
de la semilla. Estudios realizados con mutantes deficientes en ABA de Arabidopsis
(Karssen et al., 1983) y tomate (Groot y Karssen, 1992), han demostrado que defectos en
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la sintesis de este regulador del crecimiento durante el desarrollo de las semillas resultan
en la formacién de semillas carentes de dormicién. Estos resultados sugieren que la
imposicion de la dormicion requiere de adecuados niveles endogenos de ABA durante el
desarrollo de las semillas y la deficiencia de ABA durante esta etapa esta asociada con la
ausencia de dormicion primaria en la semilla madura (Nambara y Marion-Poll, 2003).

Por otra parte, es conocido que los distintos patrones de salida de la dormicién en
varias especies de cereales estan asociados, en buena medida, con la sensibilidad que
presentan los embriones al efecto inhibitorio del ABA (Walker-Simmons, 1987; Benech-
Arnold et al., 1999). A pesar de que no se tiene un panorama completo de la sefializacién
del ABA en semillas, estudios genéticos y moleculares han permitido identificar
numerosos genes involucrados en respuestas al ABA. Recientemente se identifico una
familia de genes (PYR/PYL/RCAR) cuyas proteinas actian como receptores del ABA
(Park et al., 2009), y se han mostrado numerosas evidencias genéticas que respaldan
estos resultados. Por otra parte, el estudio de mutantes con defectos en la dormicion y la
germinacion permitié identificar varios genes involucrados en la sefializacién del ABA.
Entre ellos, varios mutantes ABA-insensibles (abi) fueron seleccionados por su reducida
dormicion o su germinacion acelerada en presencia de ABA (Koornneef et al., 1984;
Finkelstein, 1994). Estudios realizados con mutantes aba-insensitive abi3, abi4 y abi5
mostraron defectos en varios aspectos de la maduracion de sus semillas pero no parecen
tener alteradas las respuestas vegetativas al ABA (Koornneef et al., 1984; Finkelstein y
Somerville, 1990; Ooms et al., 1993; Finkelstein, 1994; Parcy et al., 1994). Ello indica
que los productos de estos genes tendrian funciones especificas en semillas. En ese
sentido, las semillas de los mutantes abi3, abi4 y abi5 son defectuosas en la acumulacién
de reservas y se caracterizan ademas por tener germinacion resistente al ABA. El analisis
de estos mutantes revelé que unicamente las semillas de mutantes abi3 poseen dormicién
reducida, mientras que las de los mutantes abi4 y abi5 no tienen la dormicion afectada
(Finkelstein, 1994). Sin embargo, las proteinas ABI4 y ABI5 tienen un rol fundamental
en la maduracion de la semilla y en la inhibicidn de la germinacion por parte del ABA
(Penfield et al., 2006). Los genes ABI3, ABI4 y ABI5 codifican para factores de
transcripcion de tipo B2/B3, AP2 y bZIP respectivamente. Se ha informado que estos 3
elementos podrian actuar de manera conjunta y sinérgica en la activacion de promotores
de genes de respuesta al ABA (Himmelbach et al., 2003). Por otra parte, los mutantes
abil y abi2 identificados por Koornneef et al. (1984) muestran efectos pleiotrépicos que
afectan la sensibilidad al ABA tanto en semillas como en tejidos vegetativos. Los genes
ABI1 y ABI2 codifican para proteinas fosfatasas del tipo 2C (PP2C) y una pérdida de la
funcién ABI1 o ABI2 genera una respuesta aumentada al ABA, indicando que estas dos
proteinas actian como reguladores negativos de la sefializacion del ABA (Gosti et al.,
1999; Merlot et al., 2001). Jonhson et al. (2002) identificaron al gen PKABA como otro
componente de la sefializacion del ABA. PKABA es una serin/treonin kinasa
identificada por primera vez en trigo y la transcripcion de su gen es regulada
positivamente por el ABA. PKABA fosforila elementos de respuesta al ABA (ABF) que
a su vez activaran genes de respuesta al ABA. En la figura 1 se muestra un esquema de la
via de sefializacion del ABA tal como se la entiende en la actualidad.
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Figura 1.1. Principales componentes de la via de sefializacion del ABA. El ABA ingresa a la
célula a través de un transportador, y una vez dentro del citoplasma, se une al receptor
PYR/PYL. EI complejo ABA-receptor inhibe la accion de proteinas PP2C (como ABIL1 y
ABI2), que estaban blogueando a las ShnRK2 (como PKABA). Las SnRK2 fosforilan y de ese
modo activan a factores de transcripcion como VP1/ABI3, ABI4 o ABI5, que son los
responsables de regular la expresion de genes de respuesta al ABA.

1.1.4. Regulacion hormonal de la dormicion: Giberelinas y la relacion ABA/GAs

Fuertes evidencias sugieren que las giberelinas (GAs) son un requerimiento
obligado para la germinacion: mutantes de tomate (gibl) y Arabidopsis (gal) deficientes
en giberelinas requieren GAs exdgenas para completar la germinacion (Koornneef y
Van der Veen, 1980; Groot y Karssen, 1987). Las GAs actlan especificamente
promoviendo el potencial de crecimiento del embrién y mediando el ablandamiento de
los tejidos que lo rodean (Bewley, 1997). En consistencia con esta idea, el mayor
incremento de GAs durante la germinacion se evidencia justo antes de la protrusién de la
radicula. En ese sentido, hasta hace algunas décadas se pensaba que la accion del ABA 'y
las GAs era temporalmente distinta, mientras que el ABA inducia la dormicién durante
la maduracién de la semilla, las GAs promovian la germinacion. Sin embargo, hoy en dia
se sabe que el ABA estd involucrado ademas en el mantenimiento de la dormicién
durante la imbibicion de las semillas y que las GAs actlian de manera antagonica al ABA
durante el desarrollo de los granos, especialmente en la induccion de la dormicién
(Steinbach et al., 1997; White et al., 2000). Estudios realizados con mutantes de maiz
deficientes e insensibles al ABA y también con inhibidores de la sintesis de ABA o GAs
en sorgo muestran que es precisamente el balance hormonal ABA/GAs (y no la accién
de cada hormona por separado) lo que determina la imposicion y el mantenimiento de la
dormicién (Steinbach et al., 1995; White et al., 2000). Ademas, la transicion de semillas
dormidas a no dormidas se caracteriza por una disminucion en la sensibilidad al ABA y
un incremento en la sensibilidad a las GAs (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006).

La interaccion entre el ABA y las GAs se podria dar en distintos niveles. Por
ejemplo en el mutante de Arabidopsis gal el ABA es sintetizado en mayor cantidad y es
menos degradado, comparado con el genotipo salvaje y cuando se le agregan GAs, se
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observa lo contrario (Oh et al., 2007). Por otro lado, Seo et al. (2006) mostraron que en
el mutante de Arabidopsis aba2-2 la sintesis de GAs se veia incrementada. Resultados
como estos sugieren que el ABA y las GAs se regulan de manera antagonica a través del
control de la transcripcion de sus genes de metabolismo. En ese sentido, Cadman et al.
(2006) informaron que las semillas de Arabidopsis (Cvi) dormidas se caracterizan por la
transcripcion de genes que poseen en sus regiones promotoras elementos ABRE (ABA
responsive element) y genes que codifican para factores de transcripcidn que unen a estos
elementos ABRE. Asimismo, se ha informado que las GAs regulan negativamente genes
que contienen secuencias ABRE en sus promotores, durante la imbibicion de semillas de
Arabidopsis no dormidas (Ogawa et al., 2003). Sin embargo, a pesar de que se han
sugerido interacciones entre el ABA y las GAs, la primer y Unica evidencia de un
contacto directo entre un factor de transcripcion de la via de sefializacion del ABA
(AtABI5) y la region promotora de dos genes de metabolismo de GAs (AtGA3oxl y
AtGA30x2) ha sido sugerida recientemente por Lee et al., (2012). Hasta el momento, no
se han informado otras interacciones de este tipo, que aporten evidencias de los
mecanismos que operan en la relacion antagénica ABA-GAs durante la expresion de la
dormicion.

1.1.5. Naturaleza cuantitativa del caracter dormicion

La dormicién de semillas es un caracter muy complejo, debido en primer lugar a
su complicada composicion genética. Las semillas estan constituidas por tres estructuras
con origenes diferentes, el embridn y el endosperma de origen cigético, y las cubiertas
que provienen de tejidos maternos. Es precisamente la accion conjunta de estas tres
estructuras y la expresion de sus genes, lo que determina el patron de dormicion y
germinacion que tendran esas semillas. En segundo lugar, factores ambientales como la
temperatura tienen un importante efecto sobre la dormicion, pudiendo operar durante el
desarrollo de las semillas en la planta madre, durante el almacenamiento o durante la
imbibicion de las mismas. En ese contexto, el gran nimero de genes involucrados en la
expresion de la dormicion y el importante efecto que tiene el ambiente sobre este
caracter hacen de la dormicion un rasgo tipicamente cuantitativo en numerosas especies.
El término cuantitativo hace referencia a un fenotipo que no exhibe la herencia
mendeliana clasica recesiva o dominante atribuible a un Unico locus, sino que su
expresion depende de la accion combinada de muchos genes al mismo tiempo (Lander y
Schork, 1994). Las regiones dentro de los genomas que contienen genes asociados a un
caracter cuantitativo particular se conocen como “loci de caracteres cuantitativos” o
QTL.

1.1.6. Marcadores moleculares y poblaciones de mapeo

Debido a que los efectos de los QTL individuales son muy pequefios para ser
identificados por su segregacion, su identificacién se puede realizar con la ayuda de
marcadores moleculares que si exhiben segregacion mendeliana clasica. Los marcadores
moleculares son secuencias de ADN variables que se originan a partir de diferentes
clases de mutaciones en el ADN (sustituciones, inserciones o deleciones), errores en la
replicacion o repeticiones en tandem. Estos marcadores son neutros desde el punto de
vista de la seleccion porque no se ven afectados por factores ambientales ni por el estadio
de desarrollo de la planta. Mediante el uso de marcadores moleculares es posible
construir un mapa de ligamiento 0 mapa genético para una poblacion de mapeo, que
provenga de reproduccion sexual. EI mapa de ligamiento indica la posicién relativa de
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los marcadores a lo largo de los cromosomas y para su construccion se debe disefiar una
poblacion de mapeo, cuyas lineas parentales difieran en el caracter de interés, pudiendo
ser lineas puras o no, dependiendo de las posibilidades que brinde la especie. Dentro de
la variedad de poblaciones de mapeo, las generaciones F,.3 logran un elevado grado de
diversidad, proveniente de los eventos de recombinacion que ocurren en el ADN de los
pares de cromosomas durante la formacion de gametas (meiosis) y por ello pueden ser
utilizadas como poblaciones de mapeo.

1.1.7. Andlisis de QTL

El analisis de QTL se basa en detectar una asociacion entre el fenotipo de los
individuos de una poblacion de mapeo y su genotipo (marcadores). La existencia de
diferencia significativa en los valores promedios del caracter cuantitativo en cuestion
entre los individuos con distintos genotipos para el locus del marcador analizado, indica
que el marcador esté ligado a un QTL que controla el caracter. Cuanto mas préximo esté
un marcador de un QTL, menor sera la chance de que ocurra recombinacion entre ellos
y por lo tanto el QTL y el marcador seran heredados juntos en la progenie. Los analisis
de QTL permiten generar informacion genética complementaria a otros tipos de
enfoques, como el andlisis de mutantes o la aproximacion de genes candidatos. En ese
sentido, de manera paralela a la caracterizacion fisiologica y molecular de la dormicién
en muchas especies, en los ultimos afios se han identificado ademéas QTL vinculados a
dormicion en numerosas poblaciones de mapeo generadas en distintas especies (Lin et
al., 1998; Alonso-Blanco et al., 2003; Bentsink et al., 2006; Hori et al., 2007; Nakamura
et al., 2007; Sugimoto et al., 2010). En algunos de estos casos, se ha logrado identificar
los genes responsables de esos QTL a través de mapeos de alta resolucién, seguidos de
una caracterizacion funcional de las proteinas sintetizadas a partir de esos genes.

1.1.8. Caracterizacion de la dormicion de granos de sorgo granifero

El sorgo granifero [Sorghum bicolor (L.) Moench], es un cereal de verano y
pertenece a la familia de las gramineas o poaceas, subfamilia panicoideas, tribu
andropogoneas. Desarrolla una inflorescencia terminal en forma de panoja, constituida
por espiguillas dispuestas de a pares: una fértil (sésil) y una estéril (pedicelada). Las
flores son perfectas o diclinas y cuando son fecundadas originan durante su periodo de
llenado, granos de tipo cariépse con un elevado porcentaje de endosperma
(aproximadamente 85%). A pesar de su origen tropical, el sorgo granifero se cultiva
ampliamente en zonas de climas templados y se adapta a condiciones a un minimo de
250 mm de lluvia durante su ciclo, siendo el éptimo entre 400 y 550 mm. Debido a las
caracteristicas de su sistema radicular (fibroso, alcanza profundidades de hasta 1,2 mts.,
con elevado nimero de raices nodales y una absorcion muy eficiente) aporta una
generosa cantidad de materia organica la suelo y ayuda a recuperar su estructura.
Durante la ultima década, el sorgo granifero ha cobrado gran importancia econémica
para el sistema agricola argentino, sobre todo en zonas marginales en donde cereales
como el maiz no pueden ser cultivados debido a su gran demanda hidrica. Durante la
campafa 2012/2013 se sembraron en Argentina 1,1 millones de hectareas de sorgo
granifero y en los Gltimos afios la produccion se ha estabilizado en niveles superiores a
los 3 millones de toneladas. Si bien Argentina no tiene una participacion significativa en
el total del mercado mundial de sorgo porque la mayor parte de la produccion se utiliza
para consumo interno en alimentacion animal, es el segundo exportador después de
Estados Unidos. Este cereal posee diversos usos entre los que se encuentran el uso
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industrial (harinas y bebidas), en la alimentacion animal (para produccion de carne y
leche), en la produccion de combustibles (bioetanol) y en la fabricacién de adhesivos,
papeles y cosméticos, entre otros.

El sorgo granifero, como muchos otros cereales, muestra gran variabilidad
intraespecifica en el patron de salida de la dormicion y la respuesta de brotado pre-
cosecha, existiendo genotipos susceptibles y resistentes al BPC. En Argentina, una de las
principales limitantes para la produccién de sorgo es el BPC, ya que la maduracion del
grano transcurre durante fines del verano o inicios del otofio cuando prevalecen
condiciones lluviosas. Debido a la creciente relevancia de este cultivo no solo en el
sistema productivo argentino sino a nivel mundial y a la limitante que impone el BPC
para su produccion, surge la necesidad de poder ajustar la dinamica de la salida de la
dormicion de los granos de sorgo a un preciso lapso de tiempo después de la cosecha del
cereal. Ello requiere de un conocimiento detallado de los mecanismos fisioldgicos,
moleculares y genéticos responsables de la imposicién y la expresion de la dormicion en
estas semillas. En la actualidad el genoma del sorgo granifero se encuentra
completamente secuenciado, y ello sumado a su relativamente simple constitucién
genética (es una especie diploide) convierten a este cereal en una especie modelo para el
estudio del BPC.

Las bases fisioldgicas y moleculares de la dormicién en semillas de sorgo granifero
vienen siendo estudiadas desde hace aproximadamente 20 afios por algunos grupos de
investigacion. Uno de los sistemas modelo utilizados estd conformado por dos lineas
endocriadas de sorgo con respuesta contrastante al BPC: 159530, resistente al BPC, con
semillas que presentan elevada dormicion mas allad de madurez fisioldgica y RedlandB2,
susceptible al BPC, con granos que pierden la dormicion incluso antes de alcanzar la
madurez fisioldgica (Figura 1.2). Como en caso de otros cereales, los cariopses de sorgo
poseen dormicion fisioldgica impuesta por las cubiertas, i.e. la remocion del pericarpo y
del endosperma conduce a una rapida germinacién de los embriones (Steinbach et al.,
1995).
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Figura 1.2. indice de germinacion para granos enteros (circulos) y embriones aislados
(triangulos) de los genotipos 1S9530 (simbolos llenos) y RedlandB2 (simbolos vacios), medidos
a 25°C en distintos momentos del desarrollo. MF: Madurez fisiolégica; MC: madurez de
cosecha.
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Los embriones de sorgo de la linea 1S9530 (con dormicion persistente) no poseen
un contenido de ABA consistentemente mas elevado que los embriones de la linea
RedlandB2 (cuyos cariopses tienen una péerdida anticipada de la dormicion). Mas aun, el
contenido de ABA durante la incubacién de cariopses con dormicion contrastante, asi
como la tasa de degradacion/conjugacion de ABA en el apoplasto de las dos variedades
de sorgo mencionadas, tampoco difiere entre las lineas (Gualano et al., 2007). Sin
embargo, para suprimir la germinacion de los embriones RedlandB2, se requieren
concentraciones de ABA 10 veces mayores a las necesarias para inhibir la germinacion
de embriones de la linea 1S9530 (Steinbach et al., 1995). Esta diferente sensibilidad de
los embriones al ABA si se correlacionan con el patrén de salida de la dormicion de
granos enteros a travées del desarrollo, tanto para genotipos resistentes como susceptibles
al BPC (Steinbach et al., 1995; Gualano et al., 2007; Rodriguez et al., 2009). La mayor
sensibilidad al ABA de los granos de la linea 1S9530 podria interpretarse como el
resultado de una mayor actividad de la via de sefializacion del ABA en estos embriones,
en comparacion con los de la linea RedlandB2. En ese sentido, Rodriguez et al. (2009)
informaron que la transcripcion de los genes de sorgo ABI3/VP1, ABI4, ABI5 y
PKABA1 (reguladores positivos de la sefializacion del ABA) es estimulada durante la
incubacién de granos inmaduros dormidos de la linea resistente al BPC (1S9530), pero
no en granos del genotipo con menos dormicién y susceptible al BPC (RedlandB2).

Por otra parte, Benech-Arnold et al. (2000) informaron que la sensibilidad de los
embriones a la GA3; (medida como la habilidad de concentraciones crecientes de GA3
para revertir la inhibicion de la germinacion causada por una solucion de ABA 50 uM)
no esta relacionada con los niveles contrastantes de dormicidn que exhiben las lineas de
sorgo 1S9530 y RedlandB2. Pero el bajo nivel de dormicion que presentan los granos
inmaduros de lineas de sorgo con susceptibilidad al BPC se expresa ademas como una
alta capacidad para producir GAs activas que promueven la germinacion: embriones de
cariopses RedlandB2 con baja dormicion producen inmediatamente antes de la
manifestacion visible de la germinacion, un nivel de GA, significativamente mayor al
que se detecta en los embriones de granos 1S9530 con alta dormicion (Perez-Flores et al.,
2003; Rodriguez et al., 2012). Es conocido que los niveles de GAs son regulados a
través de la transcripcion de los genes que codifican para las enzimas de su metabolismo
(Hedden y Phillips, 2000). El analisis transcripcional de varios genes de sorgo que
codifican para enzimas putativas de sintesis de GAs (SbEKO, SbEKAH, SbGA200x2,
SbGA200x3 y ShGA30x1) muestra un aumento temprano de estos transcriptos en granos
dormidos (IS9530) durante la imbibicion, comparado con el genotipo de menos
dormicion (RedlandB2), y disminuye luego (Rodriguez et al., 2012). Sin embargo, esta
activacion de genes de sintesis de giberelinas en 1S9530 estd acompafiada por una
evidente promocion de los genes de inactivacién de giberelinas SbGA20x1 y ShGA20x3.
La concordancia temporal en el patron de acumulacion de algunos transcriptos de la via
de sefializacion del ABA, del metabolismo de las GAs y la variacién observada en los
niveles de GAs activas en granos inmaduros embebidos, sugiere la posibilidad de que
algunos componentes de la sefializacion del ABA puedan estar regulando la transcripcién
de genes del metabolismo de GAs.

La informacién generada hasta el momento acerca de la regulacién de los
mecanismos fisiologicos y moleculares que se ponen en funcionamiento durante la
expresion de la dormicién en granos de sorgo inmaduros y maduros (i.e. antes y después
de madurez fisioldgica), sugiere que los componentes que tienen un rol relevante en cada
condicion de madurez no serian los mismos. En ese sentido, la sintesis de novo de GAs
contribuye a la germinacion de semillas inmaduras de RedlandB2, pero no parece ser el
mecanismo responsable de las diferencias genotipicas en granos maduros (Rodriguez et
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al., 2012). Por otra parte, los genes involucrados en la sefializacion del ABA evaluados
por Rodriguez et al. (2009) y Carrari et. al (2001) parecen tener un rol importante
durante el mantenimiento de la dormicién en granos inmaduros, pero en granos maduros
serian otros componentes de esta via los encargados de la expresion de la dormicion.

Si bien durante muchos afios se ha logrado una detallada caracterizacion fisiologica
y se han propuesto genes candidatos que tendrian un rol importante en la expresion de la
dormicion de granos inmaduros de sorgo utilizando el sistema 1S9530/RedlandB2, los
estudios desde un abordaje genético, aun son necesarios. En este contexto, la
identificacion de QTL para dormicion de sorgo surge como una necesidad, no solo para
este sistema particular, sino a nivel general del cereal ya que hasta el momento se ha
informado un Unico trabajo de identificacion de QTL para dormicion de cariopses de
sorgo granifero. En ese trabajo, Lijavetzky et al. (2000) reportaron dos QTL que, en
forma conjunta, explicaban mas del 80% de la varianza fenotipica observada para
dormicion de granos inmaduros en sorgo. Sin embargo, a pesar de los valiosos aportes
de este Gltimo trabajo, el tamafio reducido de poblacion de mapeo utilizada en ese
entonces limitaba la posibilidad de llevar adelante trabajos futuros tendientes a
corroborar dichos QTL en distintos ambientes o realizar la fenotipificacion en granos con
distinto grado de madurez. La identificacion de nuevos QTL en una nueva poblacién
segregante de mayor tamafio construida a partir de las lineas parentales 1S9530 y
RedlandB2, permitiria identificar regiones del genoma que estén vinculadas a la
expresion diferencial de la dormicion en sorgo. Delimitar esas regiones, serd el primer
paso para identificar en un futuro los genes responsables de esos QTL, y a continuacion
realizar una caracterizacion funcional de las proteinas codificadas por los genes
detectados.

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general:

Contribuir a la dilucidacion de los mecanismos moleculares y genéticos que
participan en la expresion de la dormicion de semillas de cereales, utilizando Sorghum
bicolor (L.) Moench como sistema modelo.

1.2.2. Objetivos especificos:

i) Identificar loci de -caracteres cuantitativos (QTL) vinculados a la
expresion de la dormicion en una poblacion segregante obtenida a partir del
cruzamiento de las lineas endocriadas 1S9530 (elevada dormicion) y RedlandB2
(baja dormicidn).

i) Identificar los genes incluidos en los QTL detectados y analizar su posible
rol en el marco de los conocimientos actuales de dormicién en sorgo granifero.

iii) Evaluar la existencia de una interaccion directa in vitro entre los factores
de transcripcion ABI4 y ABI5, tanto en forma individual como simultanea, y el
promotor del gen que codifica para la GA2-OXIDASA3, responsable de la
inactivacién de GAs con actividad bioldgica en semillas de una linea de sorgo cuyos
granos presentan una dormicion persistente (159530).

iv) Evaluar si existe un mecanismo posible de regulacién de la transcripcion
comun a las GA2-OXIDASAS de sorgo y GA2-OXIDASAS de otras especies que
muestren similitud en su secuencia proteica (filogenia).
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1.3. Hipdtesis de trabajo

i) Los QTL detectados seran diferentes dependiendo del tiempo de
desarrollo de las semillas; es decir, las regiones del genoma que estén vinculadas
a la expresién de la dormicién no serdn las mismas en granos inmaduros (antes de
madurez fisioldgica) que en granos maduros (después de madurez fisioldgica).

ii) Los factores de transcripcion ABI4 (tipo AP2) y ABI5 (tipo bzip)
interaccionan in vitro con una porcion de la regiéon 5’ regulatoria del gen que
codifica para la GA 2-OXIDASA3 (ShGA 2-OXIDASA3), responsable de la
inactivacion de GAs activas en semillas de sorgo con dormicion.

Para cumplir con los objetivos i), y ii) se llevaron a cabo ensayos a campo de las
generaciones F, y F3 durante las campafias 2008-2009 y 2009-2010 respectivamente, en
dos localidades diferentes (Castelar y Manfredi). La poblacion de mapeo fue
fenotipificada y genotipificada para finalmente realizar el analisis de QTL propiamente
dicho. EIl analisis en detalle de los QTL detectados se realizd utilizando el Genome
Browser disponible para Sorghum bicolor en el sitio www.phytozome.net. Para cumplir
el objetivo iii) se realizaron ensayos de retardo en gel con proteinas recombinantes de
sorgo SbABI4 y SbABI5 obtenidas con ese fin. Por udltimo, para llevar a cabo el
objetivo iv) se realizd un analisis filogenético con GA2-OXIDASAS de distintas
especies, seguido de un analisis comparativo de la region promotora de los genes que
codifican para esas proteinas.

El primer capitulo de la tesis comprende la Introduccion, exponiendo la
problematica a abordar, los antecedentes sobre el tema, los objetivos de esta tesis y las
hipotesis correspondientes. Los capitulos 2 (Identificacion de QTL vinculados al
caracter dormicién en una poblacién segregante de Sorghum bicolor) y 3 (Posible
regulacion del catabolismo de las giberelinas por el ABA durante la expresion de la
dormicion: ABI5 y ABI4 de sorgo se unen in vitro al promotor de un gen GA2-
oxidasa) comprenden los resultados experimentales de esta tesis, y a la vez incluyen
cada uno de ellos una breve introduccion, materiales y métodos y discusion. Por Gltimo
el capitulo 4 (Discusion general) incluye la contrastacion de las hipétesis planteadas
originalmente, la discusién de los resultados de forma conjunta e integrada, las
implicancias de los resultados obtenidos para futuras investigaciones y un modelo
integrado de los aportes realizados por esta tesis.
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CAPITULO 2

Identificacién de QTL vinculados al caracter dormicion en una poblacion
segregante de Sorghum bicolor

Resumen

En este capitulo se abordd en primer lugar el objetivo especifico i), que
planteaba “identificar loci de caracteres cuantitativos (QTL) vinculados a la expresion
de la dormicién en una poblacion segregante obtenida a partir del cruzamiento de las
lineas endocriadas 1S9530 (elevada dormicion) y RedlandB2 (baja dormicion)”. Para
ello se utilizé una poblacion de mapeo F:3, generada a partir del cruzamiento de lineas
parentales con niveles de dormicién contrastante (1S9530 y RedlandB2). Se realiz6 la
fenotipificacion para el caracter dormicién en dos momentos del desarrollo, antes y
después de madurez fisioldgica (34 y 45 dias post antesis, DPA), en dos ambientes
diferentes (Manfredi y Castelar). La genotipificacion de la poblacién se llevé a cabo con
marcadores microsatélites y a partir de los resultados obtenidos se construyd un mapa
de ligamiento. Para el analisis de QTL se utilizaron dos metodologias de mapeo por
intervalos, mapeo por intervalos compuesto (CIM) y mapeo de caracteres multiples
(MTM). Estos métodos de analisis permitieron detectar tres QTL de efecto aditivo, en
granos maduros (QDOR-5, gDOR-9 y gDOR-10), mientras que en granos inmaduros no
se identificd ninguna region vinculada a la variabilidad del caracter. El loci gDOR-5
result6 un QTL especifico de Castelar, mientras que gDOR-9 y gDOR-10 se
identificaron en los dos ambientes evaluados. En segundo lugar, se abordo el objetivo
especifico ii) de esta tesis, que planteaba “identificar los genes incluidos en los QTL
detectados y analizar su posible rol en el marco de los conocimientos actuales de
dormicion en sorgo granifero”. Para ello se realizd un analisis in silico de las regiones
abarcadas por los QTL, ubicadas en el mapa fisico disponible para sorgo granifero. Los
resultados de este analisis mostraron que ninguno de los genes candidatos propuestos
para explicar las diferencias en dormicion que existen entre las lineas parentales de la
poblacién utilizada, estaria localizado dentro de los QTL identificados. Sin embargo, la
ubicacion del gen SbABI5 (mapeado mediante un marcador funcional derivado de un
polimorfismo entre 1S9530 y RedlandB2), coincidié con una regién candidata a ser un
QTL en futuros analisis de mapeo que incluyan un mayor nimero de ambientes. El
analisis in silico de los QTL evidencié una elevada cantidad de genes incluidos en los
mismos, para muchos de los cuales no se dispone de informacion funcional al presente,
lo cual imposibilitd hacer sugerencias con respecto a genes candidatos que puedan ser
los responsables de esos QTL para dormicién. El trabajo presentado en este capitulo
aportod la delimitacion de regiones del genoma de sorgo vinculadas a la expresion de la
dormicion en semillas de sorgo maduras. Dentro de estas regiones deberan enfocarse
futuros esfuerzos para lograr un mapeo mas fino y finalmente identificar el gen o genes
responsable de la contribucion de cada QTL a la variabilidad observada en la dormicion.
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2.1. Introduccién

El sorgo granifero (Sorghum bicolor) constituye el quinto cereal en importancia
mundial, después del maiz, trigo, arroz y la cebada. Argentina se encuentra dentro de los
10 principales paises productores de sorgo a nivel mundial, siendo el cuarto cultivo de
verano en importancia en nuestro pais, despues de la soja, el maiz y el girasol. El brotado
pre-cosecha (BPC) es uno de los factores que limitan la produccion de sorgo en la region
central de Argentina, debido a que el periodo de llenado de sus granos hasta alcanzar la
madurez, transcurre durante fines del verano o inicios del otofio cuando prevalecen
condiciones lluviosas o de elevada humedad ambiental. La combinacion de elevada
humedad con temperaturas adecuadas y genotipos que poseen bajo nivel de dormicion
puede desencadenar el brotado de los granos en la planta madre, acarreando pérdidas
econdmicas tanto en lotes para produccion de grano como en parcelas para
multiplicacion de semillas. Ello ha conducido a que la resistencia al BPC, a través de la
obtencion de cultivares con mayor dormicion, sea un caracter deseado por los
mejoradores. Sin embargo, la resistencia al BPC rara vez es evaluada e incluida como
objetivo en los programas de mejoramiento. Esto se debe, en primer lugar, a que su
evaluacion implica la realizacion de extensos ensayos de germinacion, y en segundo, a
que al ser un caracter gobernado por numerosos genes y con una importante influencia
de la condiciones ambientales, se dificulta su manipulacion a través del
mejoramiento(Anderson et al., 1993).

En este contexto, surge la necesidad de determinar la estructura genética de la
dormicion en especies de interés agricola, como es el sorgo granifero y una de las
aproximaciones mas adecuadas para hacerlo es a través de la diseccion de esa
variabilidad en loci de caracteres cuantitativos (QTL). Gracias a los avances conjuntos
ocurridos en las Gltimas décadas en biologia molecular y genética y en el desarrollo de
modelos estadisticos apropiados, es ahora posible determinar la posicion individual de
los QTL vinculados a la expresién de un caracter continuo, y la contribucidn relativa de
cada uno de ellos. El analisis de QTL es, en ese sentido, una estrategia valida para
identificar genes que regulen directamente la dormicion y cuyas variantes alélicas estan
detras de la variabilidad intraespecifica existente. En esa direccién, considerando que
tanto la imposicion como la expresion de la dormicién se apoyan en mecanismos
particulares en cada especie, y que a su vez son afectados de manera especifica por
factores ambientales, se hace necesario llevar adelante abordajes genéticos adecuados a
cada especie. En los ultimos afios, numerosos estudios han informado la existencia de
QTL vinculados a dormicion, tanto en la especie modelo Arabidopsis thaliana como en
especies de interés agricola. En A. thaliana Alonso-Blanco et al. (2003) localizaron el
QTL DOG1, y el mismo fue sometido a un mapeo fino (de alta resolucién), que permitio
aislar el gen DOG1, vinculado al establecimiento de la dormicion durante la
maduracion de la semilla en esta especie (Bentsink et al., 2006). Por otra parte, en arroz,
el QTL SDR4 fue identificado y caracterizado (Lin et al., 1998; Sugimoto et al., 2010),
tratandose de un gen cuyo producto es una proteina regulatoria especifica de la
dormicion, que se encuentra bajo el control del factor de transcripcion OsVP1 (Sugimoto
et al., 2010). En distintas poblaciones de mapeo de cebada fueron identificados los QTL
SD1 (Han et al., 1996) y SD2 (Prada et al., 2004), siendo el gen que codifica para una
GA-20oxidasa uno de los genes candidatos propuestos para este Gltimo QTL. Por otro
lado, en trigo Flintham (2000) y Groos et al. (2002) identificaron los Red grain color
loci (R) causantes de un incremento en la dormicién de los granos. Mas tarde, Mori et al.
(2005) reportaron un QTL en el cromosoma 3A, para el cual Nakamura et al. (2011)



39

propusieron como gen candidato a TaMFT, un represor de la germinacion en trigo. En el
caso particular de sorgo granifero, Lijavetzky et al. (2000) informaron dos QTL que en
conjunto explicarian el 83% de la variabilidad en resistencia al brotado pre-cosecha
(dormicidn) en granos inmaduros, en una poblacion obtenida a partir del cruzamiento de
las lineas endocriadas 1S9530 (elevada dormicion) y RedlandB2 (baja dormicion).

Los avances logrados en los Gltimos afios en relacion a la regulacion fisioldgica y
molecular de la dormicion en sorgo granifero, sugieren que la sensibilidad al ABA vy el
metabolismo de las GAs son los dos componentes que cobran mayor relevancia al
momento de explicar el comportamiento de dormicion que tienen los granos de un
determinado genotipo (Steinbach et al., 1995; Gualano et al., 2007; Rodriguez et al.,
2009; Rodriguez et al., 2012). Pero al mismo tiempo, los resultados obtenidos en esta
linea sugieren que los mecanismos que operan durante la expresion de la dormicion en
granos maduros e inmaduros podrian no ser los mismos. Esta idea se fundamenta
principalmente en los resultados obtenidos por Rodriguez et al. (2012) quienes
observaron que la sintesis de novo de giberelinas contribuye a la germinacion de los
granos antes de madurez fisioldgica (i.e. 40 DPA), pero no pareciera ser el mecanismo
que mejor explica la germinacion de granos maduros (i.e. después de madurez
fisiologica). Se ha observado ademas que la expresion de algunos componentes de la
sefializacion del ABA (ABI1, ABI4, ABI5, VP1/ABI3 y PKABAL) y los genes de
catabolismo de GAs GA20x1 y GA20x3, medidos en un genotipo susceptible al BPC
(RedlandB2) y en otro resistente al BPC (1S9530), explicaria el comportamiento
contrastante de dormicion que se observa en granos inmaduros (30 DPA) pero no en
granos maduros (47 DPA) (Rodriguez et al., 2009). De ese modo, las diferencias que se
evidencian en los patrones de salida de la dormicién de genotipos con elevada y baja
dormicion en distintos momentos del desarrollo, podrian estar regulados por genes
diferentes. En este contexto, un abordaje genético de la dormicién, que permita
identificar y comparar porciones del genoma de sorgo vinculadas a la expresion de la
dormicion en granos con distinto grado de madurez (maduros e inmaduros) resultaria de
gran utilidad.

El progreso reciente que se ha dado en genémica de sorgo ha puesto a disposicion
recursos genéticos importantes que pueden ser utilizados para la generacion de
marcadores moleculares y para la identificacion de genes que gobiernan distintos
caracteres de relevancia agronémica. En el marco de ese progreso, un hecho fundamental
en los ultimos afios fue la concrecion de la secuenciacion del genoma de la linea de sorgo
BTx623 (Paterson et al., 2009), http://www.phytozome.net/sorghum, que trajo como
consecuencia inmediata la generacion de un mapa fisico para la especie. Entre los 5
cereales méas importantes a nivel mundial, el genoma del sorgo resulté tener el segundo
genoma mas pequefio (750 Mb) después del arroz, y corresponde aproximadamente a un
tercio del genoma de maiz. Por otra parte, durante las ultimas décadas se han
desarrollado distintos tipos de marcadores moleculares como RFLPs, AFLPs, RAPDs,
SSRs, DArTs y SNPs, que han sido utilizados de manera exitosa en la construccion de
mapas de ligamiento para sorgo granifero (Bhattramakki et al., 2000; Haussmann et al.,
2002; Menz et al., 2004; Mace et al., 2009; Ramu et al., 2009; Satish et al., 2009).
Particularmente, se ha incrementado notoriamente la cantidad de microsatélites o SSR
(simple sequence repeats) disponibles para esta especie (Yonemaru et al., 2009). Los
SSR consisten en secuencias de entre 1 y 5 nucledtidos que se repiten en tdndem un
numero determinado de veces y es precisamente el nimero de veces que se repite una
secuencia lo que origina distintos alelos para dicho marcador. La naturaleza multialélica,
la transmision codominante, la facilidad de su deteccion por PCR, la frecuencia en que se
presentan, la cobertura de una gran extension del genoma y el requerimiento de pequefias
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cantidades de ADN para su deteccion hacen que los microsatélites sean considerados
marcadores moleculares de gran valor en estudios de mapeo de QTL (Powell et al.,
1996).

Actualmente, existe una importante variedad de metodologias para identificar QTL
a partir de los datos genotipicos y fenotipicos generados a partir de una poblacion
segregante. Dentro de esas opciones, el mapeo por intervalos compuesto o CIM (Jansen,
1994; Zeng, 1994) ha superado ampliamente en cuanto a poder de deteccion de QTL, al
mapeo por intervalos simple o SIM (Lander y Botstein, 1989). A su vez, las
metodologias por intervalos compuestos incluyen variantes de gran utilidad como el
mapeo de caracteres multiples 0o MTM (Jiang y Zeng, 1995). Todos estos anélisis son
igualmente validos y a la vez complementarios, siendo la aplicacion de mas de uno de
ellos para un mismo conjunto de datos, una alternativa ventajosa a la hora de obtener un
panorama lo mas acabado posible de las bases genéticas que gobiernan un caracter en
una condicion dada.

En este contexto, el trabajo presentado en este capitulo tuvo como objetivo
identificar QTL vinculados a la expresion de la dormicion en granos de sorgo granifero
maduros e inmaduros, en una poblacion de mapeo generada a partir del cruzamiento de
las lineas endocriadas 1S9530 (elevada dormicién, resistente al BPC) y RedlandB2 (baja
dormicion, susceptible al BPC), en dos ambientes contrastantes, Castelar (Buenos Aires)
y Manfredi (Cérdoba). Adicionalmente, se realiz6 un analisis in silico de los QTL
detectados, para sugerir posibles genes candidatos que pudieran ser los responsables de
dichos QTL. Los QTL que se generen en el marco de esta tesis sentaran las bases para la
localizacion de regiones gendmicas vinculadas a la expresion del caracter dormicién que
deberén ser exploradas en mayor detalle mediante el mapeo fino posterior. Como
resultado del mapeo fino se espera concretar la identificacion de genes gque intervienen
en el caracter dormicion vinculado al BPC, y ahondar en su funcién y los mecanismos
regulatorios de los cuales forman parte.

2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Poblacién de mapeo

Para la construccion del mapa genético y posterior deteccion de QTL se utiliz6 una
poblacion segregante de sorgo granifero obtenida a partir del cruce de las lineas
parentales 1S9530 y RedlandB2. Estas dos lineas son altamente contrastantes en el
caracter dormicion: 1S9530 posee elevada dormicion y es resistente al BPC, mientras
RedlandB2 tiene baja dormicién y es susceptible al BPC. El cruzamiento de estos dos
genotipos dio lugar a panojas Fi, de las cuales por autofecundacion se obtuvieron 1800
semillas F, (provenientes de una unica panoja autofecundada). La totalidad de las
semillas fueron sembradas durante la campafia 2008-2009, en un disefio completamente
aleatorio, en el campo experimental del Instituto de Biotecnologia de INTA Castelar, en
una siembra en hileras (tanto de la poblacion de mapeo como de las lineas parentales
IS9530 y RedlanB2). Del total de plantas F,, se identifico un grupo de unos 190
individuos, que florecieron sincronicamente y fue ese conjunto de plantas el que se
utilizé para la obtencion de la poblacion Fs: las 190 plantas F, fueron autofecundadas y
las semillas F3 resultantes se cosecharon y se sembraron en la siguiente campafa para
constituir la poblacion Fs. El cultivo de plantas F3 se realizd durante la camparia 2009-
2010 en la estacion experimental INTA Manfredi (Coérdoba), en el predio
correspondiente al laboratorio de Biotecnologia, con un disefio en bloques
completamente aleatorizado. El cultivo estuvo constituido por 3 bloques, cada uno
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formado por hileras (parcelas) de 25 plantas correspondientes a cada una de las 190
familias F3 (provenientes de la siembra de semillas de las 190 panojas de la generacion
F, seleccionadas. Durante las dos campafias, el cultivo se mantuvo bajo riego, libre de
malezas, con aplicacion de plaguicida, fungicida y fertilizacion adecuada. Durante los
dos ensayos, todas las plantas fueron registradas en una planilla. Al cabo de
aproximadamente 75 dias post siembra comenzd la floracion del cultivo, el cual se
recorria diariamente para la marcacion de antesis para cada una de las plantas. Se
considero la fecha de antesis de cada planta como el dia en que asomaron las anteras (de
color amarillo intenso) en el tercio central de la panoja.

2.2.2. Evaluacion de la dormicion de semillas en la poblacion de mapeo
(fenotipificacion)

La variable medida en la poblacion de mapeo fue la dormicion de las semillas.
Como se menciond anteriormente, la presencia de dormicion se percibe de manera
indirecta como la ausencia de germinacion de semillas incubadas en condiciones
estandarizadas de humedad y temperatura. Para realizar las mediciones de dormicion,
una vez cosechadas las semillas se incubaron 3 pseudo- réplicas de 50 semillas en cajas
de Petri con dos papeles de filtro y 6 ml de agua destilada en camaras incubadoras a 25
°C. Durante 12 dias consecutivos se realizaron recuentos de germinacion, para lo cual se
considerd que una semilla estaba germinada cuando se visualizaba la radicula por fuera
de las cubiertas seminales. Diariamente se retiraron de las placas las semillas germinadas
y se registrd el N° acumulado de semillas germinadas. Transcurridos los 12 dias de
recuentos de germinacion se calculé un Indice de Germinacion (1G), a partir de la
férmula de Steinbach et al. (1995):

IG=(N1x12+n2x11+...+nl12x1)/50

donde nl a n12 son los nimeros de cariopses germinados en el dia 1 y los dias
subsecuentes.

La fenotipificacion se realizd tanto en plantas F, como en Fz. Durante la
fenotipificacion de la poblacion F;, se seleccionaron dos grupos de aproximadamente 190
plantas de una poblacién de un total de 1800 plantas. La seleccion de las plantas estuvo
basada en la fecha de antesis: a partir del registro de las fechas de antesis, se
identificaron 190 plantas que tuvieran la misma fecha de antesis, conformando un “grupo
de antesis”. Sobre ese grupo de plantas, se realizaron dos muestreos de semillas, uno a
los 34 DPA (poco antes de la madurez fisioldgica, MF) y otro a los 45 DPA (después de
madurez fisiolégica). EI momento de MF se estimé alrededor de los 36-40 DPA, y se
observd como la aparicion de una capa negra localizada en la base del grano (chalaza).
Aunque ambas cosechas difieren en s6lo 10 dias, son importantes los cambios
fisioldgicos que ocurren en esta ventana de tiempo, ya que no solo el contenido de
humedad del grano disminuye considerablemente, sino que ademas ocurre la muerte
celular programada del endosperma que rodea al embridn. Los muestreos consistieron en
cosechas de 150 semillas del tercio central de las panojas, que se incubaron como se
detalla més arriba para el célculo final de IG de cada planta F, seleccionada. Al mismo
tiempo, se guardaron semillas de estos 190 individuos, para sembrar en la préxima
campana y constituir la generacion de familias F3. Simultaneamente, durante la campafa
2008-2009, se hicieron muestreos por duplicado de 50 semillas de 5 plantas de las lineas



42

parentales (1S9530 y RedlandB2) a 30, 34, 37, 40 y 45 DAP vy se calcul6 el I1G para
dichas plantas.

Durante la campafia 2009-2010 se llevo a cabo el cultivo y fenotipificacion de las
familias F3. Para ello, se cosecharon semillas a los 45 DPA y se agruparon en una Unica
muestra para cada familia de plantas y por cada blogue. Las muestras de semillas fueron
el resultado de la cosecha de aproximadamente 5 a 8 plantas por familia, utilizandose
nuevamente las semillas provenientes del tercio central de la panoja para los muestreos.
Para la medicion de dormicion se incubaron 3 pseudo-réplicas de 50 semillas por familia
y por bloque.

La estimacion de la heredabilidad del caracter dormicion se pudo realizar
Unicamente a partir de los datos fenotipicos de la generacion F3 (IG de granos maduros
en Manfredi), ya que en la F, no se disponia de repeticiones bioldgicas para su calculo.
Para estimar la heredabilidad en sentido amplio (H?), se realizé un ANOVA en Infostat
(Di Rienzo et al., 2010), y se estimaron las varianzas fenotipicas, genotipicas y
ambientales, y la correspondiente heredabilidad (Vs/VE), a partir de los cuadrados
medios.

2.2.3. Busqueda de polimorfismo en genes candidatos para dormicion

Se analiz6 la presencia de posibles polimorfismos en genes candidatos previamente
asociados con la diferente dormicion de las lineas 1S9530 y RedlandB2, con el doble
proposito de utilizarlos como marcadores en la construccion del mapa de ligamiento y a
la vez evaluar si alguno de estos genes mapea con alguno de los QTL detectados. Para
ello se realizaron busquedas in silico en la base de datos PlantGDB de las secuencias de
Sorghum bicolor correspondientes a los genes candidatos ABI1, ABI2, ABI3, ABI4, ABI5,
GA2oxidasal GAZ2oxidasa3 y PKABAl. Estos genes habian mostrado expresion
diferencial entre ambas lineas 1S9530 y RedlandB2 (ver introduccion). Se amplificaron
por PCR los intrones, exones y regiones 3" y 5” no codificantes correspondientes a cada
uno de los genes en los dos genotipos (I1S9530 y RedlandB2). Los productos de PCR
fueron secuenciados y se realiz6 un alineamiento de cada una de las secuencias para
ambos genotipos, con el fin de identificar regiones polimorficas entre ellos. En el caso de
presencia de polimorfismo, se disefiaron “primers” que amplificaran esa region y asi
poder utilizarla como marcador funcional a incorporar en el mapa genético. Los codigos
de identificacion de los genes candidatos evaluados se encuentran en la Tabla
suplementaria 2.1.

2.2.4. Analisis de marcadores microsatélites (genotipificacion)

La genotipificacion se llevo a cabo en la generacion de plantas F», para lo cual se
cosechd una hoja completa de cada una de las plantas a las que se les habia medido el IG
(190) y también se conservo una hoja de las lineas parentales. Las hojas fueron
liofilizadas y a continuacion molidas en el equipo TissueLyser (Quiagen). A partir de
ellas se realizd una extraccion de ADN genomico con buffer CTAB (Watson y
Thompson, 1986). La extraccion de ADN se realizo tanto para las plantas de la poblacién
de mapeo como para las lineas parentales. Las muestras de ADN fueron cuantificadas en
un equipo NanoDrop y se prepararon diluciones de trabajo de 20ng/ul. La
genotipificacion de la poblacion se realiz6 con microsatétiles (SSRs) y su seleccion se
hizo a partir de las bases de datos publicas de microsatélites para sorgo granifero. Se
intentd escoger aquellos marcadores que fueran polimdrficos en un elevado ndmero de
lineas de Sorghum bicolor para aumentar la probabilidad de que fueran polimorficos
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entre las lineas parentales utilizadas en la construccion de esta poblacion. Una vez
seleccionados los SSRs, se adquirieron los “primers” correspondientes, estando uno de
los mismos marcado con alguno de los fluoréforos FAM (azul), HEX (verde) o NED
(amarillo), salvo en el caso de un grupo pequeiio de SSR (SAMIV) cuyos “primers” no
fueron marcados. La marcacion de los “primers” con fluoroforos fue necesaria para la
posterior determinacion exacta de los tamafios de los alelos de cada marcador a través de
electroforesis capilar. En primer lugar se probd la presencia o ausencia de polimorfismo
del grupo de marcadores elegidos en las lineas parentales (aproximadamente 220
marcadores). Cabe aclarar que los SSR corridos fueron identificados con una
nomenclatura interna, por lo que en la Tabla suplementaria 2.2 se ofrece un listado de
todos los marcadores corridos en las lineas parentales y el nombre publico
correspondiente. Del total de marcadores probados (unos 220), resultaron polimérficos
entre 1S9530 y RedlandB2, 85 SSR. Se realizaron amplificaciones por PCR para cada
uno de los marcadores informativos en las muestras de ADN de la poblacion de mapeo.
Para el caso de los SSR marcados con fluoréforos, las mezclas de reaccidon para las
corridas de PCR estuvieron constituidas por: Buffer 1X; Mg,Cl 1.5 mM; dNTPs 0.2 mM,;
Taq Platinum 0.425 U; “Primers” 0.25 uM, Templado 20 ng. Para los microsatélites
SAMIV, se sigui6 el mismo protocolo, pero con 0.75 U de Taq Platinum y 30 ng de
templado. El programa de PCR en el caso de los SSR marcados con fluoréforo, consistid
en las siguientes etapas: un unico ciclo de desnaturalizacion inicial (94°C, 5 mins); 39
ciclos de desnaturalizacion (94°C, 30 segs), “annealing” (50°C, 30 segs), elongacion
(72°C, 45 segs) y un ultimo ciclo de elongacion final (72°C, 10 mins). En el caso de los
marcadores SAMIV, se utiliz6 un programa de PCR touchdown, en donde se
incorporaron 10 ciclos iniciales con descensos de 1°C por ciclo en la temperatura de
“annealing” (desde 61°C a 51°C) y 31 ciclos adicionales con una temperatura de
“annealing” de 54°C. En el caso del primer protocolo de PCR, los productos quedaron
marcados con las particulas fluorescentes que se habian incorporado previamente a los
“primers” correspondientes. Una alicuota de cada una de las amplificaciones fue
evaluada en gel de agarosa 1,5% para confirmar la aparicion de un Gnico amplicon y el
volumen restante fue enviado a la Unidad de Gendmica del INTA Castelar. Alli se
realizd una electroforesis capilar mediante el uso del equipo ABI 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosynthesis), que permitidé separar los productos de PCR de acuerdo a la
relacién masa/carga en un capilar. Este equipo genera un diferencial de potencial entre
los dos extremos del capilar que provoca que las moléculas se muevan hacia un extremo
u otro del mismo y asi posibilita la separacion de las moléculas por carga/tamafio. La
electroforesis capilar estuvo acoplada a un detector de fluorescencia, que permitid
mediante el uso de un software apropiado (GeneMapper 4.0.) obtener el tamafio exacto
de cada alelo para cada microsatélite en cada uno de los individuos de la poblacion. Para
el caso de los SSR SAMIV, los productos de PCR fueron corridos en un gel de
poliacrilamida (3%) y se identifico visualmente la conformacién alélica de cada
individuo.

2.2.5. Construccion de mapa de ligamiento o mapa genético

A partir de los datos de la genotipificacién se construyé una matriz con cada
individuo F, y el genotipo correspondiente a cada uno de los marcadores evaluados. Se
ingresaron los datos de 190 individuos y 85 marcadores. En primer lugar se evalud la
bondad de ajuste de la segregacién para cada marcador a través de un test de X2, siendo
eliminados aquellos marcadores que presentaron una segregacion diferente a la esperada
(1:2:1). El nivel de significancia para las pruebas de X? que resulté del 5%, se determiné
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mediante el test FDR (False discovery rate). Cuatro marcadores presentaron una
distorsion en la segregacion, por lo cual fueron eliminados para la construccién del mapa
de ligamiento, quedando un total de 81 marcadores informativos. Las distancias
genéticas entre marcadores fueron obtenidas por medio del software JoinMap, utilizando
un valor de LOD minimo de 5, una frecuencia de recombinacion maxima de 50% vy la
funcion de mapeo de Kosambi (1943). La utilizacion de un valor de LOD relativamente
alto permitié obtener un mapa con alto grado de confianza y eliminar aquellos
marcadores que presentaban ligamiento no consistente (4 SSR fueron eliminados en esta
instancia por no quedar incluidos en ningun grupo de ligamiento). Una vez obtenido el
mapa genético, se corrobord la posicion y el orden de los marcadores con respecto al
mapa fisico de de Sorghum bicolor (version 2.1) utilizando la herramienta Gbrowse,
disponible en http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse/sorghum_er/.

2.2.6. Analisis de QTL

Mediante la utilizacion combinada de la informacion generada en el mapa de
ligamiento y la fenotipificacion realizado en la poblacion de mapeo, se realizé el anélisis
de QTL. Para ello en primer lugar se definieron los tres grupos de datos fenotipicos a
utilizar:

e IG1. indice germinacion de semillas cosechadas a 34 DPA, generacion Fo,
Castelar (Buenos Aires), campafia 2008-2009 (no se disponen de repeticiones
bioldgicas, el valor de IG fue calculado para cada planta individual y fue el promedio
de tres réplicas-cajas de Petri).

e IG2. indice de germinacion de semillas cosechadas a 45 DPA, generacion F,
Castelar (Buenos Aires), campafia 2008-2009 (no se disponen de repeticiones
bioldgicas, el valor de IG fue calculado para cada planta individual y fue el promedio
de tres réplicas-cajas de Petri).

e IG3. indice de germinacion de semillas cosechadas a 45 DPA, generacion Fs,
Manfredi (Coérdoba), campafia 2009-2010. El valor de IG utilizado es promedio de 3
repeticiones a campo, provenientes de un disefio en bloques completamente
aleatorizado.

Para realizar la deteccion de QTL para dormicion se utilizaron dos metodologias

diferentes en paralelo: CIM (Mapeo por intervalos compuestos) y MTM (Mapeo de
caracteres multiples). En ambos casos se utilizé el software QTL Cartographer.

2.2.6.1. CIM

La metodologia de mapeo por intervalos compuestos permite detectar QTL mediante la
combinacion de mapeo por intervalos con regresion multiple. EI objetivo de esta
metodologia es controlar la variabilidad genética que puede haber en otras regiones del
genoma fuera del intervalo considerado entre dos marcadores puntuales y de esta forma
incrementar el poder de deteccion de los QTL (Zeng, 1993; Zeng, 1994). La variabilidad
genetica residual es controlada mediante la incorporacion de cofactores que consisten en
marcadores que estan significativamente asociados con el caracter y pueden estar
localizados en cualquier posicion del genoma. Para identificar en primer lugar estos
cofactores se realiza una regresién simple por pasos que permita encontrar marcadores
que se asocien significativamente con el caracter de interés. La regresion por pasos
puede realizarse hacia delante o hacia atrds: en la regresion hacia adelante, se va
agregando al analisis un marcador por vez y se prueba si ese marcador se asocia
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significativamente al fenotipo; en la regresion por pasos hacia atras, se incorporan todos
los marcadores disponibles y se eliminan aquellos que no muestran una asociacion
significativa con el fenotipo. Aquellos marcadores que resultaron estar asociados al
caracter, se convierten en cofactores, y al ser incorporados en el CIM se logra evaluar la
presencia de un QTL en un intervalo dado, independientemente de los efectos de otro
QTL que pudiera existir en el mismo cromosoma. El analisis CIM realiza varios tests de
hipdtesis en donde se ponen a prueba distintas hipotesis alternativas: Hi: a#0 y d=0
(modelo aditivo) Hy: d#0 y a=0 (modelo de dominancia); Hs:a#0 y d#0 (modelo
completo). La hipdtesis nula en todos los casos es Hp: a=0 y d=0 (ausencia de un QTL).
La presencia de un QTL se deduce a partir del valor del estadistico (LR o Likelihood
Ratio) calculado en los tests para cada posicion del genoma evaluada. Para definir el
valor de LR critico a partir del cual se declard significativo un QTL en esta tesis, se
utilizé un test de permutacion con 1000 permutaciones y un nivel de significancia de
0.05 (Churchill y Doerge, 1994). El test de permutacién fija el genotipo de los
individuos, permuta sus valores fenotipicos y realiza un analisis de QTL cada vez que se
permutan los datos (en este caso 1000 veces). Los valores maximos de LR alcanzados en
cada una de las 1000 permutaciones realizadas, se ordenaron de mayor a menor, y se
selecciono el valor de LR ubicado en la posiciéon 50 de los 1000 valores posibles (nivel
de significancia del 0.05). Ese valor de LR se establecido como critico y se calculd por
separado para cada conjunto de datos (IG1, 1G2 e 1G3). El mapeo de QTL por CIM y la
estimacion de los valores de aditividad y dominancia se realizaron a través del software
QTL Cartographer 2.5 (Wang et al., 2006). Se seleccion6 una velocidad de caminado de
0.5 cM (i.e. cada 0.5 cM el software realizo las pruebas de hipotesis). Para establecer qué
modelo genético ajustaba mejor la varianza de los datos fenotipicos (modelo aditivo,
modelo de dominancia o0 modelo completo), se evalud el valor de LR de cada test de
hipétesis, y cuando ese valor excedid el valor critico (obtenido a través del test de
permutacion), se considerd que el modelo era estadisticamente significativo. A modo de
ejemplo, si el LR calculado en una posicion determinada para el test que tenia como
hipotesis alternativa Hi: a#0 y d=0, supero el critico, se declaré la presencia de un QTL
en esa posicién con efecto génico aditivo.

2.2.6.2. MTM

El mapeo de caracteres maltiples, implica una extensién de la aplicacion del CIM a
varios caracteres 0 a un mismo caracter medido en distintos ambientes (Jiang y Zeng,
1995). Una de las ventajas principales de este tipo de analisis es la posibilidad de
calcular la interaccion QTL x ambiente (GXE) y la existencia de efectos pleiotropicos
(QTL que tengan efecto sobre varios caracteres a la vez). La utilizacion de un analisis
MTM no solo incrementa el poder de deteccion de QTL sino que ademas aumenta la
precision de la posicion de los QTL en el mapa, ya que al trabajar con mediciones de un
caracter en dos ambientes (o dos caracteres diferentes en un mismo ambiente), ello
equivaldria de manera aproximada a tener medidas repetidas, y ello lleva a una reduccién
de la varianza residual. En el presente trabajo, se utilizaron los datos correspondientes a
IG2 e IG3, que consistian en el mismo caracter (IG a las 45 DPA) medido en dos
ambientes diferentes (Manfredi y Castelar). Para determinar los valores de LR critico,
tanto para la posicion de los QTL como para la interaccion GXE, se corrieron test de
1000 permutaciones, con un nivel de significancia del 0.05, tal como se explicd para
CIM. De acuerdo a los QTL detectados, para determinar si los mismos presentaban
interaccion GxE se analizé el valor del estadistico correspondiente, en la posicion mas
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probable de los QTL (maximo LR obtenido). Si el valor del estadistico se encontré por
encima de valor de LR critico, se considerd una interaccién significativa.

Para los resultados obtenidos con CIM y MTM, se preciso la posicion de los QTL
detectados informando un intervalo de confianza del 95% generado a partir del descenso
de 2 unidades de LOD (9.22 unidades de LR) con respecto al pico de LR maximo de
cada QTL (Van Ooijen, 1992). Los QTL detectados fueron nombrados con una letra q
seguida de las letras DOR y el nimero de cromosoma en el que se localizaron.

La Figura 2.1 muestra un esquema resumiendo las etapas del andlisis de mapeo,
incluyendo la construccion de la poblacion segregante, la fenotipificacion, la
genotipificacion, los ambientes y camparias en donde se llevaron a cabo los ensayos.
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Figura 2.1. Esquema integrado de la metodologia empleada para llevar a cabo el analisis de
QTL. Se indican las lineas parentales utilizadas para la construccion de la poblacion (1S9530 y
RedlandB2), la generacion genotipificada y las fenotipificada, los grupos de datos fenotipicos
obtenidos, marcadores moleculares utilizados (SSR), metodologias de analisis de QTL
empleadas (CIM y MTM), los ambientes y campafias en donde se realizaron los ensayos. El
simbolo @ implica autofecundacion de las plantas.

2.2.7. Analisis in silico de las regiones del genoma comprendidas por los QTL
detectados

Una vez finalizada la deteccion de QTL se realizd un analisis in silico de las
secuencias correspondientes a los QTL identificados con las distintas metodologias. Para
ello se utilizd la herramienta Gbrowse para Sorghum bicolor, disponible en
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse/sorghum_er/. Se consideraron las porciones
gendmicas comprendidas dentro de los intervalos delimitados por el par de SSRs
correspondientes a cada QTL. Para ello se utiliz6 la herramienta “blastn”, ingresando la
secuencia de nucleodtidos de los oligonucledtidos (“primers”) usados para amplificar los
SSR que delimitaban el intervalo, como consulta o “query”. La herramienta “blastn”
permitio obtener la posicion exacta de esos oligos y en funcidon de ello la localizacion de
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la porcion del genoma comprendida por dichos intervalos. Las regiones de los QTL
fueron detalladamente escaneadas y se identificaron los cddigos de todos los genes
comprendidos en ellas y su funcion en caso de que estuviera descripta (en muchos casos
la funcion putativa era desconocida). Por otro lado, se evalu6 la ubicacion de genes del
metabolismo de giberelinas (SbCPS, SbKSB, SbEKO, SbEKAH, SbGA200x1,
SbGA200x2, ShGA200x3, SbGA30x1, ShGA30x2, GA20x1, ShGA20x2, ShGA20x3) y de
sefializacion de acido abscisico (SbABI1, SbABI2, SbABI3, SbABI4, SbABI5 y SbPKABA)
en el genoma de sorgo, con el fin de determinar si alguno de ellos se localizaba dentro o
en las cercanias de alguno de los QTL detectados. Los codigos de identificacion de los
genes evaluados y su posicion en el genoma se encuentran disponibles en la Tabla
suplementaria 2.1.

2.3. Resultados

2.3.1. Evaluacion fenotipica

Los cultivos correspondientes a las generaciones F, y F3 de la poblacion de mapeo,
se llevaron a cabo en las localidades de Castelar (Buenos Aires) y Manfredi (Cérdoba),
durante las campafias 2008-2009 y 2009-2010 respectivamente. Ademéas de haber
realizado los ensayos en dos sitios y campafias diferentes, se utilizaron distintas fechas
de siembra: en Castelar se sembro el 20 de octubre y en Manfredi el 10 de diciembre.
Este conjunto de decisiones, determiné que las condiciones ambientales que
experimentaron los cultivos F, y F3 fueran diferentes (Figura 2.2). Particularmente, la
temperatura promedio para el periodo comprendido entre antesis y los muestreos de
granos fue mayor en Castelar (24.5°C) que en Manfredi (21.6 °C). La radiacion diaria
promedio para esta misma etapa también fue mayor en Castelar (24.4 MIJm™) que en
Manfredi (18.5 MJm™). El agua no fue limitante en ninguna de las dos localidades, ya
que en Castelar se utilizd riego y en Manfredi las precipitaciones cubrieron los
requerimientos hidricos del cultivo. En cuanto a las caracteristicas edéaficas, Castelar
presentd un suelo Argialbol tipico, pobremente drenado, con un horizonte Bt fuertemente
textural; mientras que el suelo en Manfredi fue un Haplustol éntico, profundo, bien
drenado y con buena capacidad de almacenaje de agua.
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Figura 2.2. Evolucion de la temperatura media diaria (°C; linea negra), radiacién solar media
diaria incidente (MJ m™; linea gris) y precipitaciones diarias (mm; barras) para el ciclo de
cultivo de las generaciones F, (Castelar, 2008/09) y F; (Manfredi, 2009/10). La barra gris
representa el periodo comprendido entre antesis (floracién) y los muestreos realizados en cada
campafia (34 DPA y 45 DPA en Castelar y 45 DPA en Manfredi), que se indican con una flecha.

La evaluacion fenotipica de la poblacion de mapeo F,:Fs, se realizé a través del
calculo del indice de germinacion (IG), segin se describe en la seccion “Materiales y
métodos”. Este indice refleja el total de semillas germinadas y la velocidad con la que
germinaron. Las dos lineas parentales (1S9530 y RedlandB2) mostraron diferencias
significativas en IG en todos los muestreos (34 y 45 DPA, Castelar y 45 DPA,
Manfredi). Los datos de IG mostraron una distribucion aproximadamente normal en los
casos de los grupos 1G2 (45 DPA, Castelar) e 1G3 (45 DPA, Manfredi). La
fenotipificacion realizada a los 34 DPA (IG1, Castelar) no mostré una distribucién
normal, con un elevado numero de plantas que tuvieron valores de IG comprendidos
entre 0 y 20. Para todos los casos, se observo un amplio rango de variacion del caracter,
desde muy elevada dormicion (bajo IG) a muy baja o ausencia de dormicion (elevado
IG), indicando una herencia cuantitativa tipica (Figura 2.3). Por otra parte, se detectd
segregacion transgresiva positiva para 1G1, en donde algunos individuos presentaron
mayores valores de IG que la linea parental RedlandB2 y para 1G2, donde unos pocos
individuos exhibieron valores de IG menores a la linea parental 1S9530.
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Figura 2.3. Distribucion de frecuencias de indices de germinacion (IG) para distintas
generaciones y ambientes. A, I1G de individuos F2, semillas cosechadas 34 dias post antesis
(DPA) en Castelar (Buenos Aires). B, IG de individuos F2, semillas cosechadas 45 DPA en
Castelar (Buenos Aires). C, IG de familias F3, semillas cosechadas 45 DPA en Manfredi
(Cérdoba). En todos los casos las flechas indican los I1G para las lineas parentales (1S9530 y
RedlandB2) medidos en esos mismos ambientes.

Al haber realizado un disefio en bloques completamente aleatorizado (DBCA)
para la generacion Fsen la localidad de Manfredi, fue posible estimar la heredabilidad en
sentido amplio del caracter dormicion en granos maduros (45 DPA) para esa localidad.
Para ello se realizd un ANOVA (Tabla 2.1), considerando las 186 familias F; que
lograron fenotiparse en ese ambiente (4 familias no pudieron ser evaluadas en este
ambiente porque tuvieron problemas de implantacion). Las fuentes de variacion fueron la
familia y el bloque (repeticion).

CM
F.V. SC al CM Estima: F p-valor
Modelo 126270.02 187 675.24 3.73 <0.0001
Familia 122597.25 185 662.69 Ve +1'Vg 3.66 <0.0001
B|oque 3672.78 2 1836.39 Ve + 9V, 10.14 <0.0001
Error 66993.66 370 181.06 r'Ve
Total 193263.68 557

Tabla 2.1. Andlisis de la varianza para datos fenotipicos (IG) de granos maduros (45 DPA), en
Manfredi. F.V.: fuente de variacion; SC: suma de cuadrados; gl: grados de libertad; CM:
cuadrado medio; Vg: varianza ambiental; Vg: varianza genotipica; V,: varianza de las
repeticiones; g: nimero de familias Fs; r: namero de repeticiones (3).

A partir de los cuadrados medios obtenidos en el ANOVA se estimaron las
magnitudes de las varianzas genotipica (Vg), ambiental (Vg) y fenotipica (Vg) vy la
heredabilidad en sentido amplio 0 H? como V/Ve. Los valores obtenidos fueron Ve:
160.54; Ve: 60.35; Vg 220.89 y H?0.73. El valor de H? estimado indica que el 73% de
la variabilidad fenotipica observada en dormicién de granos maduros, fue explicada por
el genotipo.

2.3.2. ldentificacion de polimorfismos en genes candidatos para dormicion

Con el objetivo de generar marcadores funcionales, es decir marcadores que
estuviesen localizados en genes candidatos para dormicion en sorgo, se amplificaron por
PCR exones, intrones y regiones UTR (untranslated regions) de los genes ABI1, ABI2,
ABI3, ABI4, ABI5, GA2oxidasal GA2oxidasa3 y PKABA, en ambas lineas parentales
(1S9530 y RedlandB2). La secuenciacién de esos amplicones y el posterior alineamiento
de las secuencias obtenidas, revelo la presencia de un InDel (insercion-delecion) en el
gen SbABIS5. La InDel consistié en la presencia de las 6 bases CAGCAG en la secuencia
del primer exon de SbABIS5 en la posicion +40 pb (a partir del ATG) de RedlandB2 y su
ausencia en 1S9530 (Figura suplementaria 2.1). El polimorfismo detectado se utiliz6 para
construir un marcador informativo que fue evaluado junto con el resto de los SSR en la
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poblacion de mapeo generada, ofreciendo la ventaja de ser un marcador funcional. Para
el resto de los genes candidatos evaluados no se detecto ningun polimorfismo de tamafio
en las regiones amplificadas.

2.3.3. Analisis de marcadores moleculares y construccién de mapa de ligamiento

Se corrieron aproximadamente 220 marcadores microsatélites (SSR) en las lineas
parentales 1S9530 y RedlandB2, resultando polimorficos, y por ende informativos, 85 de
ellos. Para los 85 SSR se realizé una prueba de X? con el objetivo de probar que su
segregacion fuera la apropiada. Se detectaron 4 marcadores que presentaban segregacion
distorsionada (SgMS0006, SgMS0012, SgMS0158 y SAMIV33) y por lo tanto fueron
eliminados antes de proceder a la construccion del mapa genético. El analisis de
ligamiento realizado mediante el software JoinMap 3.0 (Van Ooijen y Voorrips, 2001),
revel6 que los marcadores SAMIV51, SgMS0287, SgMS0010 y SgMS0260 no se
incorporaron a ningun grupo de ligamiento y por ende fueron eliminados del analisis.
Una vez obtenido el mapa genético se chequed que la posicién y el orden de cada uno de
los SSR incluidos en el mapa fuera coherente con su posicién fisica en el genoma de
sorgo, utilizando para ello la herramienta Genome Browser para Sorghum bicolor
disponible en www.phytozome.net (Figura suplementaria 2.2). EI mapa genético qued6
constituido por 10 grupos de ligamiento, cubriendo una distancia total de 1011 cM, con
una distancia promedio entre marcadores de 13 cM (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Mapa de ligamiento para una poblacion F,:3 de sorgo granifero derivada del
cruzamiento de las lineas 1S9530 y RedlandB2, construido a partir del analisis de segregacion
de 77 microsatélites (SSR). Las distancias entre marcadores (en cM) se indican a la izquierda de
cada grupo de ligamiento y los nombres de los marcadores hacia la derecha.

2.3.4. Identificacion de QTL

Mediante el uso combinado del mapa genético generado para la poblacion de
mapeo Y los datos fenotipicos obtenidos en los dos ambientes (Castelar y Manfredi), se
realizé el analisis de QTL. Para ello se utilizaron 2 metodologias distintas en
simultaneo, segun se detalla en la seccion materiales y métodos: mapeo por intervalos
compuestos (CIM) y mapeo de caracteres multiples (MTM).

2.3.4.1. Mapeo por intervalos compuestos

Para el analisis CIM, en primer lugar se calcularon los valores criticos del
estadistico LR para cada grupo de datos fenotipicos (1G1, IG2 e 1G3), a través del test de
permutacion (1000 permutaciones), obteniéndose los siguientes valores: 1G1: 39,83; 1G2:
18,43 e 1G3: 17,14. Solo en los casos en los que el LR calculado fuera superior al valor
de LR critico estimado, se consider¢ la presencia de un QTL. Para el caso de IG1 (F,, 34
DPA), no se detectaron valores de LR superiores al critico (39.83) en ninguna posicion
del genoma, es decir que no se hizo evidente ningin QTL para dormicidn en este grupo
de datos fenotipicos (Figura 2.5). Cabe destacarse ademas que los valores de IG en este
caso no mostraron una distribucion normal y si bien la normalizacién de los datos 1G1
podria haber sido una alternativa factible para rehacer el analisis, se considerd
inapropiada, ya que en caso de normalizarlos y realizar un analisis de QTL con ellos, la
reproducibilidad de los resultados y el grado de certeza de los posibles QTL que
surgieran estaria en riesgo.
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Figura 2.5. Gréfico construido a partir de los valores del estadistico LR (eje de ordenadas) en
funcion de la posicion genética (en cM, eje de abscisas) para el mapeo por intervalos
compuestos para los datos fenotipicos 1G1 (F,, 34 DPA, Castelar). El valor de LR critico
estimado a partir del test de permutacion para este grupo de datos fue de 39.83, quedando
excluido del grafico debido a su magnitud.

En el caso de 1G2, se identifico un QTL localizado en el cromosoma 5 (QDOR-5),
en la posicion 5.51 cM (LR=24.984; Figura 2.6) asociado al marcador SgMS55 (Figura
suplementaria 2.3). EI QTL explico el 18.58 % de la variabilidad fenotipica observada en
los IG (R?* = 18.58%), y mostr6 un efecto aditivo de -15.68, indicando que el mismo
disminuye en 15.68 unidades el valor de IG. El desvio por dominancia para qDOR-5 fue
de -1.25 y el tamafio calculado, con un intervalo de confianza del 95% fue de 10.8 cM.
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. A. Gréfico construido a partir de los valores del estadistico LR (eje de ordenadas)
de la posicion genética (en cM, eje de abscisas) para el mapeo por intervalos
compuestos para los datos fenotipicos 1G2 (F,, Castelar). El valor de LR critico (18.43) se
indica con una linea horizontal de trazo grueso. Debajo, grafico construido a partir de los
valores de aditividad en cada posicion del mapa genético.

Por otra parte, se identificé por CIM un QTL para el caracter 1G3, ubicado en el
cromosoma 9 (qDOR-9), en la posicién 82.51 cM (LR=32.10; Figura 2.7), asociado al
marcador SgMS222 (Figura suplementaria 2.4). EI QTL encontrado explicd un 16.31%
de la variabilidad fenotipica observada en el grupo de datos 1G3 (R* = 16.31%) y tuvo
un efecto aditivo de -8.61 y un desvio por dominancia de - 0.03. El tamafio estimado
para gDOR-9, con un intervalo de confianza del 95% fue de 7.3 cM.
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Figura 2.7. Gréfico construido a partir de los valores del estadistico LR (eje de ordenadas) en
funcion de la posicion genética (en cM, eje de abscisas) para el mapeo por intervalos
compuestos para los datos fenotipicos 1G3 (Fs;, Manfredi). El valor de LR critico (17.14) se
indica con una linea horizontal de trazo grueso. Debajo, valores de aditividad correspondientes
a cada posicion del mapa genético.

2.3.4.2. Mapeo de caracteres multiples

El hecho de disponer de una misma variable fenotipica (IG de semillas cosechadas
a los 45 DPA) medida en dos ambientes diferentes (Castelar y Manfredi), posibilité la
realizacion de un andlisis de mapeo de caracteres multiples (MTM). En este caso, los
valores de LR criticos obtenidos a traves de test de permutacion fueron: 19.1 (1G2), 18.7
(IG3) y 25.8 (IG2 e IG3 de forma conjunta o “joint-trait”). Los resultados del analisis
MTM indicaron la presencia del mismo QTL detectado por CIM, en el cromosoma 9
(gDOR-9), en la posicion 82.51 cM (LR=32.8164; Figura 2.8), asociado al marcador
SgMS222 (Figura suplementaria 2.5). Por otra parte, se identific6 un QTL en el
cromosoma 10 (gDOR-10), en la posicion 34.51 cM (LR= 33.8830; Figura 2.8),
asociado al marcador SgMS197 (Figura suplementaria 2.6). Si bien el método MTM no
estima efectos génicos (a y d) al analizar los datos conjuntos IG2 e IG3 (“joint-trait”), a
continuacion se informan los valores estimados en los analisis individuales para cada
grupo de datos fenotipicos (IG2 e 1G3) que realiza el MTM de manera previa al “joint-
trait”. Para el QTL gDOR-9, se observo un efecto aditivo (a) de -8.84 y un desvio por
dominancia (d) de -0.16 y en el caso del QTL gDOR-10 obtuvo un efecto aditivo de -
9.95 y un desvio por dominancia de 2.09. El tamafio de los QTL de acuerdo a un
intervalo de confianza del 95% fue 7.3 cM para qDOR-9 y de 8.2 ¢cM para qDOR-10. El
analisis por MTM no estima valores de R?, por lo cual no se puede realizar ninguna
afirmacion acerca de la proporcion de variabilidad fenotipica explicada por gDOR-10.
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Figura 2.8. Grafico construido a partir de los valores del estadistico LR (eje de ordenadas) en
funcion de la posicidn genética (en cM, eje de abscisas) para el mapeo de caracteres multiples
(MTM). En gris claro, resultados para datos fenotipicos 1G2 (F,, Castelar); en gris oscuro
resultados para datos 1G3 (F3, Manfredi) y en negro, resultados del analisis conjunto de datos
fenotipicos 1G2 e 1G3 (“joint trait”). Los valores de LR critico se indican en cada caso con una
linea recta del color correspondiente (IG2: 19.1; IG3: 18.7 y “joint-trait”: 25.8). Debajo, valores
de aditividad para cada posicion del mapa genético.

Para poner a prueba la interaccion GXE de los QTL detectados por MTM, se
evalué el valor de LR para la interaccion GXE correspondiente a la posiciébn mas
probable de los QTL. No se encontr6 una interaccion GXxE significativa en ninguno de
los dos casos, ya que los valores de LR (3.7989 y 9.6174 para qDOR-9 y qDOR-10
respectivamente) no superaron el valor de LR critico estimado para la interaccion GxE
(24.2278).



56

En la tabla 2.2 se muestra un resumen de los QTL detectados a partir de las
distintas metodologias de mapeo, y sus valores de referencia.

QTL GL LR max. LOD-2(i.) LOD-2(d.) Pos. LR max. Intervalo R? a d

Metodologia
CIM

gDOR-5 CR5  24.98 0.9cM 12.7cM 551 cM SgMS55/SgMS139 0.1858 -15.68 -1.25

gDOR-9 CR9 321 79.0cM 86.3 cM 8251cM  SgMS222 /SgMS87 0.1631 -8.61 -0.03

Metodologia
MTM

gDOR-10 CR10 33.88 345cM  42.7cM 3451cM  SgMS197/ SgMS98 -9.95 2.09

Tabla 2.2. Resumen de los QTL detectados para dormicion, detallando GL: grupo de
ligamiento; LR max.: valor de LR méaximo; LOD-2(i.): posicion LOD-2 hacia la izquierda;
LOD-2(d.): posicién LOD-2 hacia la derecha; intervalo: intervalo entre marcadores SSR; Pos.
LR max.: posicion del LR maximo; R?: proporcion de la varianza fenotipica explicada por el
QTL,; a: efectos aditivos y d: desvio por dominancia.

2.3.5. Andlisis in silico de los QTL detectados

Con el objetivo de conocer los genes incluidos en los QTL detectados a través de
las tres metodologias (CIM y MTM) y evaluar si alguno de los genes candidatos para
dormicion (vinculados al metabolismo de las GAs o a la sefializacion del ABA) se
encontraba incluido en estos sitios, se realiz6 un andlisis in silico de las regiones
gendmicas abarcadas por los QTL. Para ello se utilizé la herramienta Genome Browser
de sorgo granifero generado por el Joint Genome Institute (www.phytozome.net), que
permite tener acceso a cada uno de los genes incluidos en una porcion del genoma
definida por el usuario, en este caso a través de la posicion de los marcadores que
flanquearon cada QTL (intervalo). El tamafio genético (en cM) y el fisico (en pb) de los
QTL detectados fue variado, como asi también la cantidad de genes comprendidos
dentro de esas regiones, y no hubo una relacion constante entre el tamafio y el nimero
de genes incluidos (Tabla 2.3). Por ejemplo, gDOR-10 mostrd una elevada densidad de
genes considerando su tamafio genético (103.3 genes/cM), pero una baja densidad de
genes considerando su tamafio fisico (1.04 x10™ genes/pb). De manera contraria, gDOR-
9 mostro una baja densidad de genes en funcion de su tamafio genético (5.17 genes/cM),
pero una elevada densidad de genes considerando su tamarfio fisico (0.1409 genes/pb).
Por otra parte, aproximadamente la mitad de los genes identificados en los diferentes
QTL tienen funciones desconocidas y para gran parte de los restantes solo se dispone de
informacion de funciones putativas. Solo un pequefio porcentaje tiene funcion conocida
en sorgo u otra especie relacionada (Tabla suplementaria 2.3).
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QTL Intervalo Intervalo en pb Tamario (pb) Tamarfio (cM) Genes
gDOR-5 SgMS55 y SgMS139  Chr05: 1.907.430 - 3.641.500 1.734.070 17 197
gDOR-9 SgMS222 y SgMS87 Chr09: 54.914.820 - 55.354.550 439.730 12 62
qDOR-10 SgMS197 y SgMS98 Chr10: 17.470.000 - 47.161.320  29.691.320 3 310

Tabla 2.3. QTL detectados, intervalo dentro del cual se encontraron comprendidos, tamafio del
intervalo en pares de bases (pb), tamafio del intervalo en cM, y cantidad de genes incluidos en
cada caso.

Para evaluar si alguno de los genes candidatos se encontraba comprendido dentro
de los intervalos definidos por los marcadores, en primer lugar se identifico la ubicacion
en el genoma de sorgo de cada uno de ellos (Tabla suplementaria 2.1). De la
informacion compilada, se pudo determinar que algunos genes se localizaron en
cromosomas en donde también se identificaron QTL. SbABI1, SbABI4, SbhGA200x2,
ShGA30x2, SbGA20x1 y ShGID1 se ubicaron en el cromosoma 9 y por otra parte
SbEKO y SbEKAH se localizaron en el cromosoma 10. Si bien ninguno de estos genes
se encontrd posicionado fisicamente dentro de los intervalos de los QTL definidos por
los marcadores, algunos de ellos se ubicaron en las cercanias de esas regiones.
Particularmente SbABI1 se localizd 500.000 pb rio arriba del intervalo delimitado por
SgMS222 y SgMS87 (gDOR-9). El gen SbABI5, que habia sido incorporado como
marcador funcional en el mapa de ligamiento, no quedé incluido dentro de ninguno de
los QTL; sin embargo, los resultados del MTM (“joint-trait”) mostraron que si bien el
valor de LR en la posicion de SbABI5 no alcanz6 a superar el LR critico, obtuvo un
valor muy elevado (20.6) en el cromosoma 4, posicionandolo muy préximo al valor de
LR umbral (Figura suplementaria 2.7). En términos generales, debido al tamafio de los
QTL identificados, y al numero elevado de genes que se encuentran incluidos en ellos
(muchos de ellos con funciones desconocidas), hacer alguna sugerencia en cuanto a
cuéles de ellos podrian ser los responsables de esos QTL se torna dificultoso. En todo
caso, es posible afirmar con la informacion disponible que ninguno de los genes que en
la literatura se han reportado como participes directos del establecimiento y/o
imposicion de la dormicion en otras especies, colocaliza con los QTL identificados en el
presente trabajo.

2.4. Discusién

El caracter dormicidén es un rasgo cuantitativo, producto de la accion combinada de
numerosos genes y de los efectos significativos que tiene el ambiente en su expresion
(Bentsink et al., 2007). A la vez, para diversas especies de cereales se ha observado una
variabilidad intra-especifica importante para el caracter dormicién y la susceptibilidad al
brotado pre-cosecha. La posibilidad de manipular el nivel de dormicién y la respuesta al
BPC de los cultivos depende de la comprension de las bases genéticas de este caracter.
Una estrategia para detectar aquellos genes cuyas variantes alélicas son responsables de
una parte de la variabilidad fenotipica observada se basa en el analisis de genomas
completos en busca de QTL. Este tipo de andlisis provee informacion acerca de varios
parametros genéticos que son responsables de esa variabilidad continua, incluyendo el
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numero de loci, la magnitud de sus efectos, la ocurrencia de interaccion entre algunos de
ellos (epistasis) y la presencia de interacciones genotipo x ambiente cuando se evalia el
caracter en mas de un ambiente. Hasta el momento se han encontrado QTL para
dormicion tanto en especies cultivadas (como los cereales) como en especies modelo
(como Arabidopsis). La posterior identificacion de los genes responsables de esos QTL
es un desafio de mayor magnitud, sin embargo en los Gltimos afios han aparecido los
primeros resultados en este campo. En esa direccion, en Arabidopsis diversos analisis de
QTL han identificados mas de 12 regiones del genoma involucradas en dormicién
(Alonso-Blanco et al., 2003; Clerkx et al., 2004), y para una de ellas se logré aislar el
gen responsable (DOG1), relacionado con la imposicion de la dormicion en semillas de
Arabidopsis (Bentsink et al., 2006). Mientras tanto, en gramineas como trigo, arroz,
cebada, y avena también se ha avanzado en la genética de este caracter (Han et al., 1996;
Lin et al., 1998; Flintham, 2000; Groos et al., 2002; Prada et al., 2004; Sugimoto et al.,
2010) y para uno de los QTL encontrados en arroz, se logré identificar el gen
responsable (SDR4) que estaria regulado por VP1/ABI3 durante la dormicion (Sugimoto
et al., 2010). En el caso de sorgo granifero, un Gnico trabajo realizado por Lijavetsky et
al., (2000) informo la localizacion de dos QTL para dormicion en semillas inmaduras de
esta especie (30 DPA). Sin embargo, una serie de cuestiones metodoldgicas de este
altimo trabajo limitan el uso de la informacién generada: el nimero de individuos
evaluados en ese entonces (90), la ausencia de una fenotipificacion de granos maduros y
la imposibilidad de tener repeticiones bioldgicas de las mediciones (se fenotipificaron
Unicamente individuos F;). En ese sentido, se hicieron necesarios nuevos anélisis de
QTL que evallen el caracter dormicién en semillas de sorgo no solo inmaduras sino
también maduras. En este capitulo se llevé a cabo un anélisis de QTL para el caracter
dormicion en granos maduros (45 DPA) e inmaduros (30 DPA), evaluado en dos
ambientes diferentes (Manfredi y Castelar), empleando en simultaneo dos metodologias
de anélisis (CIM y MTM).

La evaluacion fenotipica del caracter dormicion realizada en granos maduros e
inmaduros de sorgo, permitio corroborar en primer lugar, la distribuciéon continua que
presenta este caracter en una poblacién segregante como la utilizada en este trabajo. Por
otra parte, el valor estimado de heredabilidad en sentido amplio del rasgo dormicién para
granos maduros en Manfredi (H? = 0.73) demostré que una proporcién muy elevada de la
variabilidad fenotipica que muestra el caracter, es explicada por el genotipo. Ademas, el
valor de heredabilidad obtenido se asemeja a los reportados para el caracter dormicion en
numerosos trabajos de identificacion de QTL (Prada et al., 2004; Silady et al., 2011;
Kronholm et al., 2012), corroborando la importancia de caracterizar las bases genéticas
que regulan la dormicion, como via posible para su manipulacion en genotipos de sorgo
granifero y otros cereales.

El analisis de QTL no permitié detectar QTL que expliquen la variabilidad
fenotipica observada en dormicién de granos inmaduros (34 DPA). Los datos fenotipicos
de este muestreo, se mostraron muy alejados de una distribucion normal y la
normalizacion del grupo de datos IG1 no fue considerada como alternativa, ya que los
resultados obtenidos de esa manera perderian confiabilidad y no se podrian comparar con
los provenientes de los analisis de mapeo con granos maduros (IG2 e 1G3). La
imposibilidad de detectar porciones del genoma que estén vinculadas a la expresion de la
dormicién en granos inmaduros no implica que las mismas no existan, sino que es
posible que haya varios loci de efectos menores involucrados en la expresion del caracter
en semillas con este grado de desarrollo, y que la deteccion de los mismos requiera de
metodologias de mapeo especiales, ajustadas para distribuciones apartadas de la normal,
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un aumento del tamafio poblacional evaluado y un incremento en el ndmero de
marcadores moleculares utilizados (Beavis 1998).

El anélisis realizado para granos maduros (45 DPA) resultd en la deteccion de 3
QTL con impacto en la expresion del caracter dormicion. De los 3 QTL identificados,
gDOR-9 y qDOR-10 surgieron del analisis combinado (“joint-trait”) de los datos
fenotipicos provenientes de dos ambientes (Castelar y Manfredi), mientras que qDOR-5
se manifestd Unicamente en Castelar. La presencia de gDOR-9 y qDOR-10 en dos
localidades (y dos afios) diferentes, con condiciones ambientales contrastantes implica
que, al menos para los dos ambientes evaluados, gDOR-9 y gDOR-10 son estables. Esa
misma idea fue corroborada por la ausencia de interaccion GXE significativa para estos
mismos QTL, condicién que les otorga estabilidad y permite establecer el alcance de los
efectos de qDOR-9 y gDOR-10 al menos dentro del marco de esta tesis. De manera
contraria, la ausencia de gDOR-5 en Manfredi puede ser interpretada como una
manifestacion de interaccién GxE significativa y su presencia unicamente en Castelar,
dificulta la transferibilidad de sus efectos a otro ambiente como Manfredi, pero no
invalida su importancia, indicando que gDOR-5 se manifiesta en ambientes particulares
como el que experiment6 el cultivo en Castelar. En este contexto, a partir de este trabajo
surge un QTL de efecto particular o especifico (JDOR-5) y otros dos QTL que
parecieran tener un alcance mas amplio (QDOR-9 y gDOR-10). Esta situacion se
encuentra con regular frecuencia en muchos trabajos sobre dormicién, donde se informa
sobre algunos QTL de efecto mayor que aparecen de manera consistente en mas de un
ambiente y otros QTL que se encuentran solo en ambientes especificos o bajo
determinadas condiciones de cultivo (Miura et al.,, 2002; Hori et al.,, 2007). Los
resultados de este capitulo junto con los antecedentes disponibles, reafirman la
complejidad que existe en expresion de la dormicion y la alta sensibilidad al ambiente
que tiene este caracter. Por otra parte, la proporcion de variabilidad fenotipica explicada
por los QTL encontrados, en los casos en los que pudo ser estimada, adquirié magnitudes
entre 15 y 20%. Particularmente, gDOR-5 explicd el 18.5 % de las variaciones en
dormicion y gqDOR-9 explicé el 16.3%. En ambos casos, los valores obtenidos
concuerdan con lo esperado para un caracter de naturaleza cuantitativa, donde se supone
la accién conjunta de muchos genes con un efecto pequefio 0 mediano. Por otra parte,
muchos trabajos que identificaron QTL para dormicion informaron magnitudes de la
variabilidad fenotipica explicada por esos QTL similares a los estimados en esta tesis
(Cai y Morishima, 2002; Alonso-Blanco et al., 2003; Wan et al., 2005).

Una de las principales ventajas que poseen las poblaciones de mapeo F,.3, como la
utilizada en este trabajo, es que permiten estimar y diferenciar los efectos génicos de
cada QTL identificado, es decir los valores de aditividad y dominancia (a y d) de los loci.
En este sentido, si bien los QTL detectados fueron nombrados qDOR, para representar el
caracter sobre el cual tienen impacto (dormicion), al ser un caracter que se mide de
forma indirecta (a través de la ausencia de germinacion), los efectos aditivos o de
dominancia de los QTL fueron expresados en unidades de 1G. En este contexto, todos los
QTL detectados (gDOR-5, gDOR-9 y gDOR-10) presentaron efectos aditivos
significativos de signo negativo, indicando que todos disminuyen el indice de
germinacion, y por lo tanto aumentan la dormicion, en magnitudes que van desde una
disminucion de aproximadamente 8 unidades de IG (qDOR-9) a mas de 15 unidades de
IG (qDOR-5). En todos los casos, los alelos provenientes de la linea parental 1S9530
fueron los que aumentaron el nivel de dormicion (disminuyeron el valor de 1G). Los
valores de los desvios por dominancia (d) para los tres QTL fueron préximos a cero o de
una magnitud pequefia, sugiriendo que en todos los casos los loci presentaron un
comportamiento claramente aditivo. En concordancia con los resultados de esta tesis, en
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otras especies como Arabidopsis y cebada se ha informado que la dormicion esta
principalmente determinada por genes con efecto aditivo (Hori et al., 2007; Imtiaz et al.,
2008; Bentsink et al., 2010).

El tamafio de los 3 QTL identificados, expresado de acuerdo a un intervalo de
confianza (IC) del 95%, result6 en 7.3 cM (gDOR-9), 8.2 ctM (qDOR-10) y 11.8 cM
(gDOR-5). Si bien esos valores se utilizaron para definir el tamafio estimado de los QTL,
al momento de realizar el analisis in silico de las regiones comprendidas por ellos, se
debié tomar como referencia la posicion fisica del intervalo delimitado por los dos SSR
mas proximos al LR méximo en cada caso. En ese contexto, las regiones genomicas
escaneadas fueron de tamafio variable y a excepcion de qDOR-10, resultaron de un
tamafo mayor al estimado por el IC (3 ¢cM, 12 cM y 17 cM para gDOR-10, gDOR-9 y
gDOR-5 respectivamente). Particularmente notable fue la heterogeneidad detectada en la
densidad de genes comprendidos en los QTL, en relacion a su tamafio genético (en cM) y
a su tamafio fisico (en pb). Segun la integracion de los mapas citogenético y fisico para el
genoma de sorgo granifero informada por Kim et al. (2005), gDOR-10 estaria
posicionado en una regién de heterocromatina, mientras que gDOR-5 y gDOR-9,
corresponden a porciones de eucromatina en sus respectivos cromosomas. En ese
sentido, Mace et al. (2009) informaron que la densidad media de genes en regiones de
heterocromatina de sorgo, a lo largo de todos los cromosomas, es elevada (118.3
genes/cM), en comparacion con las porciones de eucromatina (19.3 genes/cM); sin
embargo, la relacién genes/pb en zonas de heterocromatina de sorgo es baja. La baja
frecuencia de eventos de recombinacion que caracteriza a la heterocromatina provoca
esta “contraccion” de esas regiones y consecuentemente una elevada densidad de
genes/cM, que no se condice con la relacion genes/pb. En este contexto, en el marco de
un programa de mejoramiento, resulta mas relevante referirse a la distancia genética
abarcada por un QTL que al tamafio fisico (i.e. el mejorador esta interesado en conocer
qué posibilidad hay de que ocurra recombinacion entre dos posiciones de un
cromosoma). En ese caso, JDOR-5 o qDOR-9 presentaria un grado de complejidad
menor en caso de querer incorporarlos a un programa de mejora para el caracter
dormicion (al posicionarse en regiones de eucromatina), mientras que gDOR-10
implicaria mayores desafios. En esa misma linea, el gran nimero de genes comprendidos
a lo largo de los 3 QTL identificados y la elevada proporcién de los mismos con
funciones desconocidas, dificulta postular posibles candidatos a ser los responsables de
esos loci. En todo caso, si es posible sugerir que la identificacion del gen responsable de
gDOR-10 seguramente sera una tarea futura bastante mas compleja que para los otros
QTL identificados. Por otra parte, ninguno de los genes candidatos para dormicion (del
metabolismo de giberelinas o de la sefializacion del ABA) qued6 incluido dentro de los
QTL detectados, a pesar de que algunos como SbABI1, quedaron ubicados muy
proximos al intervalo de confianza de un QTL. Un resultado particularmente interesante
fue el valor de LR alcanzado por el marcador SbABI5 en el cromosoma 4 durante el
analisis de MTM. Si bien en esta instancia la magnitud de LR no fue suficiente para
superar el umbral de significancia, este resultado sugiere que en futuros analisis, la
incorporacion de nuevos ambientes, podria mejorar la prueba, y consecuentemente tal
vez se logre detectar un QTL en esa posicion. Rodriguez et al. (2009) observaron que la
transcripcion de genes involucrados en la sefializacion del ABA (entre ellos ABI5) se ve
estimulada durante la incubacién de granos inmaduros (30 DPA) en la linea 1S9530 pero
no en granos de RedlandB2, y un patron similar se observd en granos maduros,
cosechados a los 42 DPA (Rodriguez, 2008). Sin embargo en granos con un mayor grado
de madurez (cosechados a los 47 DPA), las diferencias en la transcripcion de estos genes
desparecieron, sugiriendo que la expresién diferencial de la dormicién en este estado de
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los granos dependeria de otros componentes de la sefializacion del ABA (Rodriguez et
al., 2009). Teniendo en cuenta que el fenotipo para dormicion realizado en 1G2 e 1G3,
en los que se identificaron los QTL, fue realizado en cariopses de fechas intermedias a
las evaluadas por Rodriguez et al. (2009), a los 45 DPA, y considerando el impacto que
tienen las condiciones ambientales particulares de cada regién y afio de cultivo sobre la
expresion de la dormicion, no se deberia descartar la posibilidad de que SbABI5 pueda
explicar una proporcién de la variabilidad observada en dormicion. Resulta interesante
ademés el hecho de haber encontrado un polimorfismo (InDel) en la secuencia de
SbABIS5 entre las lineas parentales, para el cual si bien no es posible asignar a priori un
significado fisioldgico, podria estar implicado en las diferencias que se observan en
dormicion entre las lineas. Por otro lado, segun resultados obtenidos por Rodriguez et al.
(2009), SbABI1 (regulador negativo de la sefalizacion del ABA) no parece ser
responsable de las diferencias en dormicion que se evidencia entre las lineas 1S9530 y
RedlandB2, ya que la mayor expresion de SbABIL en granos de 1S9530 seria solo una
consecuencia de la mayor actividad de sefializacion del ABA en este genotipo, actuando
en un mecanismo de “feedforward negative regulatory loop”. Esta condicidn sugiere que
la importancia de SbABI1 en la expresion de la dormicién de sorgo, debe ser evaluada
con cautela, al menos en el sistema 1S9530/RedlandB2.

El conocimiento generado con respecto a la regulacion de la dormicion de sorgo
granifero en los Gltimos afios utilizando como sistema de estudio las lineas 1S9530 y
RedlandB2, permitié proponer genes candidatos a tener un rol durante ese proceso en
granos inmaduros, estadio que resulta de particular interés debido a que es el momento
en el que RedlandB2 comienza a perder su dormicion precozmente, mientras 1S9530
expresa una dormicion persistente (Rodriguez et al., 2009; Rodriguez et al., 2012). Sin
embargo, aun no se han sugerido genes candidatos a tener un rol durante la expresion de
la dormicion en granos maduros, donde la dormicion continta expresandose en 1S9530
aunque en menor magnitud. En este contexto, el hecho de no haber podido detectar QTL
en granos inmaduros en el transcurso de esta tesis, imposibilité realizar comparaciones
entre las regiones del genoma que estarian regulando parte de la expresion de la
dormicioén en granos maduros e inmaduros. Sin embargo, considerando que los QTL
identificados para granos maduros (QDOR-5, gDOR-9 y qDOR-10) incluyen genes para
los cuales hasta el momento no se ha asignado un rol en dormicién, se refuerza el
concepto de que las bases genéticas que operan durante la expresion de este caracter en
granos maduros podrian ser diferentes de las que se ponen en funcionamiento en granos
inmaduros. Pero ademas, los resultados obtenidos muestran que genes hasta ahora
candidatos para dormicion en sorgo, podrian estar actuando aguas abajo de genes
maestros 0 mayores, y en ese contexto los genes propuestos como candidatos podrian
estar regulados diferencialmente en distintos genotipos. En linea con este resultado,
Carrari et al. (2003) informaron que la posicion de Sbvpl (SbABI3) no se correspondio
con ninguno de los QTL para BPC de granos inmaduros identificados por Lijavetzky et
al. (2000), sugiriendo que este gen participaria aguas abajo de otros genes mayores
involucrados en el BPC y que estaria regulado diferencialmente en las lineas 1S9530 y
RedlandB2, tal cual lo habian demostraron los resultados de Carrari et al. (2001).

En este capitulo, se tratdé de demostrar el origen de una proporcion de la
variabilidad fenotipica total que se observa para dormicion en granos de sorgo granifero.
El hecho de haber detectado QTL que expliquen parte de esa variabilidad implica que
existen polimorfismos en esas regiones para las lineas parentales (1S9530 y RedlandB2),
gue son los que generan en Ultima instancia las diferencias observables en el fenotipo de
granos maduros. El polimorfismo podria estar dado a nivel de la propia secuencia de los
genes o podria provenir de variantes a nivel de las secuencias regulatorias de los mismos,
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que a su vez podrian estar ubicadas en las cercanias de los propios genes (promotores) o
en regiones mas alejadas (“enhancers” o “silencers”). Identificar el origen del
polimorfismo que subyace a cada QTL encontrado, es una tarea crucial a llevar a cabo
como continuacion de este trabajo, para lo cual en primer lugar se deberian corroborar
los QTL identificados en poblaciones permanentes, como RILs (recombinant inbred
lines), que permitan repetir el andlisis en distintos ambientes. En ese caso se podrian
incorporar otro tipo de marcadores como SNP (single nucleotide polimorfism), que
ayuden a mejorar la cobertura del genoma. Aquellos QTL que resultaran consistentes
podrian ser sometidos a un mapeo de alta resolucion, a través del uso de poblaciones
como NILs (near isogenic lines), con las que se logre acotar el tamafio de los QTL y
facilitar la identificacion de los polimorfismos responsables de una proporcién de la
variabilidad observable para dormicion en cariopses maduros de sorgo granifero.
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CAPITULO 3

Posible regulacion del catabolismo de las giberelinas por el ABA durante la
expresion de la dormicién: ABI5 y ABI4 de sorgo se unen in vitro al promotor de
un gen GA2-oxidasa

Resumen

En este capitulo se abord6 en primer lugar el objetivo especifico iii), que planteaba
“Evaluar la existencia de una interaccion directa in vitro entre los factores de
transcripcion ABI4 y ABI5, tanto en forma individual como simulténea, y el promotor
del gen que codifica para la GA2-OXIDASAS, responsable de la inactivacion de GAs
con actividad bioldgica en semillas de una linea de sorgo cuyos granos presentan una
dormicion persistente (1S9530)”. Para ello se realizd6 un anélisis del promotor de
SbGA20x3, seguido de ensayos de retardo en gel (EMSA). Se demostré que SbABI4 y
SbABI5 (componentes de la sefializacion del ABA) interactGan in vitro con un
fragmento del promotor de SbGA20x3 que contiene un “complejo de respuesta al ABA”
0 ABRC. Ambos factores de transcripcion fueron capaces de unirse al promotor, pero no
lo pudieron hacer de manera simultanea, sugiriendo que compiten por las mismas
secuencias cis-regulatorias. Ensayos de retardo en gel realizados con sondas a las que se
les mutaron elementos del ABRC, demuestran que posiblemente SbABI4 y SbABI5
tengan la capacidad de unirse a los mismos motivos ABRE y CE. Los resultados
sugieren un mecanismo de cross-talk entre la sefializacion del ABA y el metabolismo de
las GAs, que contribuiria a explicar el mantenimiento de la dormicion en granos de sorgo
embebidos dormidos. En una segunda instancia de este capitulo, se abord6 el objetivo
especifico iv), que planteaba “evaluar si existe un mecanismo posible de regulacion de la
transcripcion comin a las GA2-OXIDASA3 de sorgo y GA2-OXIDASAS de otras
especies que muestren similitud en su secuencia proteica (filogenia)”. Para ello se llevd
a cabo un andlisis filogenético de GAZ2oxidasas de especies monocotiledoneas y
dicotiledoneas, seguido de un estudio comparativo de los promotores de esos genes
GA2oxidasas. Se observd que el ABRC detectado originalmente en el promotor de
SbGA20x3 aparece representado en las regiones regulatorias de GAZ20xs de
monocotiledéneas que comparten una estructura proteica similar a SbGA20x3. A partir
de estos resultados se sugiere que el mecanismo de cross-talk entre la sefializacion del
ABA vy el metabolismo de GAs evidenciado para sorgo granifero, podria ser compartido
por las monocotiledéneas Brachypodium y arroz
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3.1. Introduccién

Se encuentra ampliamente documentado que el &acido abscisico (ABA) y las
giberelinas (GAs) cumplen un rol antagonico en el control de la germinacion en
especies que poseen dormicion de tipo fisiologica (Finch-Savage y Leubner-Metzger,
2006; Finkelstein et al., 2008; Nambara et al., 2010). En ese sentido, durante la
liberacion de la dormicidn, los niveles de ABA o la sensibilidad al mismo disminuyen,
mientras cobra importancia un aumento de la respuesta a las giberelinas (Finch-Savage
y Leubner-Metzger, 2006). Es precisamente el balance ABA-GAs lo que finalmente
determina la expresion de la dormicion durante la imbibicién de las semillas en muchas
especies, incluidos los cereales (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006; Finkelstein et
al., 2008; Nambara et al., 2010). Los componentes del balance ABA-GAs fueron
evaluados en granos de sorgo granifero con el fin de establecer el origen de la diferente
dormicion en las lineas 1S9530 y RedlandB2 que presentan respuestas contrastantes al
brotado pre-cosecha. Resultados previos con estas lineas muestran que el contenido de
ABA de los embriones, medido durante la incubacién de los granos, no esté relacionado
con su nivel de dormicion (Gualano et al., 2007; Rodriguez et al., 2009). Por el
contrario, cambios en la sensibilidad de los embriones al ABA si se correlacionan con el
patrén de salida de la dormicion de granos enteros durante el desarrollo, y con la
diferente respuesta entre ambas lineas (Steinbach et al., 1995; Gualano et al., 2007,
Rodriguez et al., 2009). En concordancia con estos resultados, Carrari et al., (2001)
mostraron que los niveles de transcriptos del gen de sorgo VP1/ABI3 (regulador positivo
de la sefializacion del ABA) se mantienen elevados durante la incubacion de semillas
inmaduras del genotipo 1S9530, mientras que decrecen rapidamente a partir del tercer
dia de incubacion en cariopses del genotipo RedlandB2. Unos afios mas tarde,
Rodriguez et al. (2009) observaron que la transcripcion de este mismo gen y otros genes
de sorgo reguladores positivos de la sefializacion del ABA (ABI3/VP1, ABI4, ABI5 y
PKABAL1) se induce durante la incubacion de granos inmaduros dormidos de la linea
resistente al BPC (1S9530), pero no en granos del genotipo con menos dormicion y
susceptible al BPC (RedlandB2). En particular, la expresion de los genes ShABA-
INSENSITIVE 4 (SbABI4) y SbABA-INSENSITIVE 5 (SbABI5) se indujo fuertemente y
de forma transitoria en los cariopses de 1S9530 después de 2 o 3 dias de incubacion, y
los niveles de la proteina SbABI5 siguieron un patron similar (Rodriguez et al., 2009).
Por lo tanto, la sefializacion del ABA es un componente clave en la expresion de la
dormiciodn en granos de sorgo granifero, y la diferente sensibilidad al ABA observada en
granos inmaduros de lineas con respuesta contrastante al BPC parece estar en parte
asociada con una diferente abundancia de factores de transcripciéon como SbVP1/ABI3,
SbABI4 y SbABI5. La posible funcién de estos factores de transcripcion en la
sefializacion del ABA en la semilla surge de estudios previos con otras especies. Por
ejemplo, el andlisis de mutantes de Arabidopsis aba-insensibles (abi) revelé que aunque
los factores de transcripcion ABI4 y ABI5 no tienen un efecto sobre la induccion o la
liberacion de la dormicidn, tienen un rol fundamental en la inhibicién de la germinacion
y en la maduracion de las semillas, ambos procesos regulados por ABA (Brocard-
Gifford et al., 2003; Penfield et al., 2006; Piskurewicz et al., 2008; Daszkowska-Golec y
Szarejko, 2013). ABI5 es un factor de transcripcion de tipo “basic leucine zipper”
(bZIP), conocido por estar involucrado en la regulacion de la germinacién en respuesta
al ABA y al estrés (Finkelstein y Rock, 2002). ElI dominio “leucine zipper” de ABI5
estd involucrado en la dimerizacion de la proteina, evento necesario para que ocurra la
union al ADN. Por otro lado, ABI4 es miembro de la familia de factores de
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transcripcion que poseen un dominio APETALAZ2. Se ha informado que el mutante de
Arabidopsis abi4 posee una expresion alterada de genes de respuesta al ABA que se
expresan durante la maduracion de la semilla, como el gen Em6 (Finkelstein, 1994).
Pero ademés, ABI4 esté involucrado en la inhibicion de la germinacion mediada por
ABA (Reeves et al., 2011).

Como se mencion6 mas arriba, no solo el ABA sino también las giberelinas tienen
un rol importante en la expresion de la dormicion en semillas durante la imbibicion. En
sorgo granifero, Benech-Arnold et al. (2000) observaron que la sensibilidad de los
embriones a la GA; (medida como la capacidad de concentraciones crecientes de GA3
para revertir la inhibicion de la germinacion causada por una solucion de ABA 50 pM)
no estaba relacionada con los niveles contrastantes de dormicion que exhibian las lineas
de sorgo 1S9530 y RedlandB2. Sin embargo, al evaluar posibles diferencias en los
niveles de giberelinas en granos embebidos de ambas lineas, se observé un aumento en
los niveles de GA; en embriones de la linea RedlandB2 unas 24 h antes de la
emergencia de la radicula, mientras que los niveles de GA, permanecieron bajos en
1S9530, que exhibié mayores niveles de dormicion. El contenido de GA4 en embriones
se incrementaba y alcanzaba un valor significativamente mayor después de un periodo
de 4 dias de incubacidn en la linea con baja dormiciéon RedlandB2, comparada con la de
mayor dormicion 1S9530, y este incremento comenzaba al menos unas 24 hs antes de
que emergiera la radicula (Perez-Flores et al., 2003; Rodriguez et al., 2012). Estos
resultados permitieron sugerir que es precisamente durante este estadio de inmadurez de
los granos (i.e. antes de que alcancen la madurez fisiologica) que la sintesis de
giberelinas de novo contribuye a la germinacién de semillas RedlandB2.

Es conocido que los niveles de GAs son regulados a través de la transcripcion de
genes que codifican para diferentes enzimas involucradas en su metabolismo (Hedden y
Phillips, 2000). Un trabajo realizado por Rodriguez et al. (2012) en donde se analiz6 la
transcripcion de varios genes de sorgo que codifican para enzimas de sintesis de
giberelinas (SbEKO, SbEKAH, SbGA200x2, SbGA200x3 y SbGA3o0x1), mostré un
aumento temprano de estos transcriptos en granos dormidos (IS9530) durante los
primeros 2 o 3 dias de imbibicion de las semillas, comparado con el genotipo de menor
dormicion (RedlandB2), y disminuyd luego. Este resultado parecia estar en
contradiccion con los cambios en los niveles de GA4 en ambas lineas. Sin embargo, esta
activacion de genes de sintesis de giberelinas en 1S9530 estaba acompafiada por una
evidente promocion de los genes de inactivacion de giberelinas SbGA20x1 vy
SbGA20x3. Esta observacion, junto con la asociacion negativa entre los niveles de la
giberelina activa GA, y su correspondiente catabolito GA34, respaldaron la idea de que
la GA; es mantenida en un nivel bajo en granos de 1S9530 como resultado de una
actividad catabdlica prominente, mediada por la accion de GA2-oxidasas, que no es
evidente en embriones de RedlandB2. Por otro lado, en este mismo trabajo de
Rodriguez et al. (2012) se observo que la incubacion de granos dormidos en 100 uM
GA; promovio la germinacion pero no redujo la expresion de la mayoria de los genes de
sintesis de giberelinas. Este resultado descartd la posibilidad de que la regulacion de los
niveles de giberelinas estuviera dada por un mecanismo de feedback negativo
impulsado por las propias giberelinas. Pero ademas se observd que la expresion de los
genes de sorgo GA20x1 y GA20x3 era regulada negativamente por GAj; aplicada
exdgenamente, de manera contraria a otros resultados reportados en Arabidopsis que
mostraron un mecanismo de feed-forward en donde la expresion de genes de GA20x se
ve afectada por los niveles de GAs activas (Ogawa et al., 2003; Rieu et al., 2008).

La coincidencia temporal de los patrones de expresion de SbABI4, SbABI5 (junto
con la abundancia de la proteina SbABI5) y genes de SbGA2oxidasas, en paralelo a la
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deficiencia de GA, y la ausencia de germinacion, sugirio que la sefializacion del ABA
podria estar regulando la expresion de SbGA20x1 y ShGA20x3 en granos dormidos de
1S9530; Figura 3.1; (Rodriguez et al., 2012; 2009). Hasta hace muy poco tiempo, no se
habian propuesto evidencias de interacciones entre la sefalizacion del ABA vy el
metabolismo de las GAs. EIl primer trabajo en esa direccidn fue publicado recientemente
por Lee et al. (2012), quienes observaron que AtABI5 es capaz de unirse in vivo a los
promotores de AtGA3ox1 y AtGA30x2 y reprimir su expresion durante el bloqueo de la
germinacién dependiente de la luz via el fitocromo B (phyB) en Arabidopsis. A pesar de
estos avances, hasta el momento no se ha propuesto un mecanismo de cross-talk entre la
sefializacion del ABA y el metabolismo de las GAs durante la expresion de la dormicion
en especies de importancia agronomica, como el sorgo granifero. En este sentido, un
analisis in silico de la region 5 regulatoria de SbGA20x3 realizado por Rodriguez et al.
(2012) puso en evidencia la presencia de varios elementos cis-regulatorios relacionados
con la sefializacion del ABA y las GAs. En particular, se identificaron elementos como
los RY repeat, CE y ABRE localizados cerca de la TATA box y con una configuracion
espacial similar a la que ha sido previamente descripta como necesaria para la induccion
de promotores por ABA (Himmelbach et al., 2003; Shen et al., 2004). Particularmente,
el nicleo ACGT (ABRE) y el “coupling element” (CE) conforman lo que se conoce
como ABRC (ABA response complex), presente en los promotores de los genes
inducidos por ABA (Shen y Ho, 1995; Shen et al., 1996).

Estos hallazgos sugirieron la posibilidad de que el gen de inactivacion de GAs,
ShGA20x3, pudiera estar siendo regulado por algun factor de la via de sefializacion del
ABA en granos de sorgo inmaduros dormidos. En este sentido, considerando la
sincronia de los perfiles de expresion de los genes SbABI4, SbABI5 y ShGA20x3, los
patrones de acumulacion de la proteina SbABI5 y de GA, (activa) y de GAgz
(catabolito) durante la incubacién de granos de sorgo dormidos, junto con la
identificacion de un posible ABRC localizado en el promotor de ShGA20x3, el objetivo
de este capitulo de la tesis fue testear in vitro la posibilidad de una interaccion entre las
proteinas ABI4 y ABI5 y la region 5regulatoria de SbGA20x3 y evaluar si existe un
mecanismo posible de regulacion de la transcripcion comdn a las GA2-OXIDASAS de
sorgo y GA2-OXIDASAS de otras especies que muestren similitud en su secuencia
proteica.
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Figura 3.1. Coordinacion temporal entre elementos de la sefializacion del ABA y el
metabolismo de las GAs, en granos de sorgo incubados. A, Nivel de transcriptos de los genes
SbABI4, SbABI5 y ShGA20x3 en embriones, durante la incubacion de granos inmaduros a 20°C
de RedlandB2 (simbolos llenos) e 1S9530 (simbolos vacios). Las barras indican el error estandar
de la media. Debajo de SbABI5 se muestra la acumulacion de proteina SbABI5 (detectada por
western blot) durante la incubacion de los granos, para ambas lineas. B, Evoluciéon del
porcentaje de germinacion (circulos) y el contenido de GA, en embriones (triangulos) durante la
incubacion de semillas inmaduras a 20°C de RedlandB2 (simbolos llenos) e 1S9530 (simbolos
vacios). La franja gris indica la coincidencia temporal para todos los componentes. Resultados
tomados de Rodriguez et al. (2012; 2009).
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3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Andlisis in silico de la region promotora del gen ShGA20x3

Se utilizo el cddigo de identificacion del gen SbGA20x3 (Sb03g035000) en la base
de datos Phytozome para localizar una secuencia gendémica que abarcara 2 kpb rio
arriba del sitio de inicio de la transduccion (ATG) de SbGA20x3. Esa region de 2 kpb
fue considerada la porcion 5’regulatoria del gen o promotor, ya que no se detectaron
intrones rio arriba del ATG de SbGA20x3. La secuencia fue escaneada para detectar la
presencia de elementos cis-regulatorios putativos en la base de datos PLACE (Plant cis-
acting regulatory DNA elements; http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE).

3.2.2. Ensayos de retardo en gel o Electrophoretic mobility shift assays (EMSAS)

La técnica de EMSA se basa en una corrida electroforética de un fragmento de
DNA marcado y una proteina. La forma mas simple de EMSA consiste en correr un gel
de poliacrilamida en donde la primer calle contiene s6lo el fragmento de DNA de
interés marcado y la segunda calle tiene el mismo DNA con el agregado de una
proteina. Si la proteina interacciona con el fragmento de DNA, se formara un complejo
que recorrera menos distancia a través del gel en el mismo tiempo que el DNA solo
(calle 1), y ello es indicativo de que la proteina en cuestion tiene afinidad por la sonda
de DNA. Sin embargo, para poder afirmar esto Gltimo y demostrar la especificidad de la
union ADN-proteina, se hacen necesarios ensayos con distintas variantes, ademas de
controles positivos y negativos. En este caso, para poder llevar a cabo los ensayos de
retardo en gel, se obtuvieron en primer lugar las proteinas SbABI4 y SbABI5
expresadas y purificadas, y el fragmento del promotor de SbGA20x3 de interés con el
agregado de una marca que permitiera su deteccion. Ademas se obtuvieron sondas
competidoras (especifica y no especifica), asi como también una sonda que serviria
como control positivo y un extracto proteico total de E. coli que se utiliz6 como control
negativo. A continuacion se detalla cada uno de estos pasos, para finalmente concluir
con la descripcion de los EMSA.

3.2.3. Material vegetal, extraccion de RNA y clonado de SbABI4 y SbABI5

La linea endocriada de sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] 1S9530 se sembré
en el Instituto de investigaciones fisiol6gicas y ecoldgicas vinculadas a la agronomia
(IFEVA), ubicado en la Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires.
Para cada planta se registrd la fecha de antesis y transcurridos 30 dias post-antesis, se
colectaron semillas de 8 plantas con similar fecha de antesis, las cuales fueron
agrupadas en una Unica muestra e incubadas en placas de Petri con 6 ml de agua
destilada a 25°C. Al cabo de 1,2 o 3 dias de incubacion de los granos, se disectaron los
embriones con ayuda de un bisturi y se los congelé en N, liquido. Se molieron muestras
de 30-45 embriones (70-100 mg) en mortero con N liquido hasta obtener un polvo fino
y luego se le agregaron 600 ul de buffer de extracciéon RAL, incluido en el kit
Nucleospin RNAII (Macherey-Nagel, Germany). A continuacion se agregé PVP-40
(Sigma) en una concentracion final de 1% (p/v) y luego de 5 minutos de centrifugacion,
el sobrenadante fue utilizado para extraer ARN de acuerdo a las instrucciones del
manual del Kit. A partir de las muestras de ARN resultantes se hizo una transcripcion
reversa, mediante el uso de M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) y de las muestras
de cDNA obtenidas se tomaron alicuotas para confeccionar una Unica muestra de
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cDNA que fue utilizado como templado o molde en las siguientes reacciones de PCR.
Los cDNA correspondientes a SbABI4 y SbABI5 fueron clonados por PCR utilizando
primers con el agregado de sitios de corte para enzimas de restriccion, y como templado
el pool de cDNA. Los primers que se disefiaron fueron: SbABI4,
ACGGGATCCGAACCCAACAACAATCAG (Fw con sitio de corte para BamHI) y
GCGCTCGAGCTTGAGGAAGACATCAAACC (Rev con sitio de corte para Xhol);
SbABI5, GAGAGGATCCAATTTCCCGGGAGGAAGCG (Fw con sitio de corte para
BamHI) y GAGACTCGAGCCACGGACCTGTCAATGTC con sitio de corte para
Xhol). Los productos de PCR resultantes fueron purificados con el kit NucleoSpin Gel
and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Germany). La incorporacion de sitios de corte
para enzimas de restriccion tuvo como objetivo poder insertar y liberar los amplicones
(productos de PCR) facilmente de los plasmidos que se usaron a continuacion.

3.2.4. Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes SbABI4 y SbABI5

Los productos de PCR purificados, correspondientes a SbABI4 y SbABI5 se
ligaron en el vector pPGEM-T Easy (Promega) y con dicha ligacion se transformaron
bacterias E. coli DH5a competentes, siguiendo el protocolo del manual del vector. A
partir de las colonias obtenidas, se identificaron aquellas positivas a través de colony-
PCR y se prepararon cultivos liquidos para obtener un elevado nimero de copias de
plasmido. Los cultivos liquidos crecieron a 37°C y al cabo de 16 hs se centrifugaron. El
pellet resultante fue utilizado para purificar los plasmidos utilizando el kit Wizard Plus
Sv Minipreps DNA Purification Systems (Promega). Las minipreps (plasmidos
purificados) obtenidas fueron enviadas para su secuenciacion y de esta manera se
confirmé la identidad de las secuencias. Una alicuota de cada miniprep fue digerida con
las enzimas BamHI y Xhol y el producto liberado se purifico y subcloné en el vector de
expresion pET24a, que contiene un tag de Histidina C-terminal. Con estos nuevos
plasmidos recombinantes se transformaron bacterias E. coli Rossetta pLys competentes.
Se crecieron colonias positivas en medio LB con el agregado de kanamicina y
cloranfenicol, durante 16 hs a 37°C. Este cultivo fue utilizado para inocular 1 Lt de LB
fresco por cada plasmido recombinante (pET24a-SbABI4 y pET24a-SbABI5), utilizando
una dilucién 1/100 (in6culo/LB fresco). Los cultivos resultantes se dejaron crecer hasta
que alcanzaron un ODggo= 0.6 - 0.7 y a partir de ese momento fueron inducidos con 0.05
mM IPTG, a 20°C, durante 16 hs. Transcurrido ese lapso de tiempo, se centrifugaron los
cultivos, y el pellet resultante fue sonicado en buffer de lisis (Tris HCI 25 mM pH7.4,
NaCl 300 mM y imidazol 30 mM) e incorporado a una columna His GraviTrap (GE
Healthcare). Estas columnas permiten la purificacion por cromatografia de afinidad, ya
que poseen iones Ni*? a los cuales se une la Histidina que traen incorporadas las
proteinas recombinantes. La elucion de las proteinas SbABI4-6His y SbABI5-6His se
realizd con un buffer de elucion que contenia Tris HCI 25mM, NaCl 300 mM vy
imidazol 350 mM, de acuerdo a las instrucciones del kit. Las proteinas purificadas se
cuantificaron por espectrofotometro mediante el método de Bradford y fueron
guardadas a -80°C con el agregado de sacarosa 5% y 2-mercaptoetanol 3mM. El
agregado de un agente reductor (2-mercaptoetanol) se realizé para evitar la formacion
de puentes disulfuro entre los residuos de cisteina presentes en las proteinas purificadas
(2 residuos en SbABI4-6His y 3 residuos en SbABI5-6His) y asi impedir la
oligomerizacion de las cadenas polipeptidicas.
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3.2.5. Obtencion de extracto proteico total de E. coli (control negativo)

Para demostrar que los retardos observados no se debian a la unidn de proteinas
bacterianas a la sonda (y que solo se deben a la union de las proteinas SbABI4 y
SBABI5 de manera especifica) se realizd un cultivo de LB liquido en donde se
crecieron bacterias E. coli transformadas con el vector pET24a sin inserto (vacio). El
cultivo fue tratado de la misma manera que los cultivos para expresion de las proteinas
ABI4 y ABI5, obteniéndose finalmente un pellet bacteriano, del cual se realizdé una
extraccion de proteinas totales con el mismo buffer de lisis. Estas muestras se
cuantificaron por espectrofotometria (método de Bradford) y se guardaron a -80°C hasta
Su posterior uso.

3.2.6. Construccién de la sonda de SbGA20x3

La sonda del promotor de SbGA20x3 fue obtenida por PCR con un primer
forward biotinilado en su extremo 5" (5'BIOT GGGCGCCGTGGGAAAACTG 3") y un
primer reverso no biotinilado (5"GGGCGGCACCTGGCTGGATG 3"), utilizando DNA
gendmico de la linea de sorgo 1S9530 como templado de la reaccion. EIl producto
resultante (tamafio: 242 pb) se purificdé con el kit NucleoSpin Gel and PCR Clean
Up (Macherey Nagel), se cuantifico en gel de agarosa con la referencia del MassRuller
DNA Ladder (Fermentas) y fue guardado a 20°C.

3.2.7. Obtencién de las sonda competidoras (especifica y no especifica), sondas
mutadas y sonda control

La sonda competidora especifica se obtuvo por PCR con el mismo par de primers
y templado utilizados para la sonda biotinilada convencional, pero esta vez el primer Fw
no estuvo biotinilado en su extremo 5°. En el caso de la sonda competidora inespecifica,
la misma consistio en un fragmento de 240 pb del gen SbhGAMyb, amplificado a partir
de ADN gendmico de sorgo. Como sonda control positivo se utilizd un fragmento del
promotor de AtEm6 (186 pb), que se amplific6 por PCR utilizando DNA gendémico de
Arabidopsis como  templado con los  siguientes  primers:  5'BIOT
AGTTAAAGAACACGCGGCGA 3" y 5" TCAATCCGGAGGGCGTTTTGGS3'.
Por otro lado se obtuvo una sonda alternativa biotinilada de menor tamafio para el
promotor de SbGA20x3 y variantes de esta misma sonda con mutaciones puntuales,
mediante la combinacion del mismo primer 5 (5"BIOT
GGGCGCCGTGGGAAAACTG 37) con los siguientes reversos no biotinilados:
5 GGGCGCGACGTGTCCGGACGCG 3" (amplicon de 131 bp, ABRE y CE intactos);
5GGGCGCGAATTGTCCGGACGCG 3" (amplicon de 131 bp, ABRE mutado) y
5 ACGCGATCCACCGGAAGCAGG 3" (amplicon de 114 bp, CE mutado y sin el
ABRE incluido). Todas las sondas se purificaron con el kit NucleoSpin Gel and PCR
Clean Up (Macherey Nagel) y se cuantificaron en gel con la referencia del MassRuller
DNA Ladder (Fermentas). Las secuencias completas de todas las sondas se encuentran
incluidas en la Tabla suplementaria 3.1.

3.2.8. Ensayos de retardo en gel

Para llevar a cabo los ensayos de retardo en gel, se prepararon reacciones de
binding con un buffer apropiado (EDTA 0.5mM, MgCl, 3 mM, 2-mercaptoetanol
14mM, glicerol 10% v/v, NP-40 0.05% v/v, BSA 10 pg/ml, Tris HCI pH 7.4 25mM,
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DTT 1 mM y KCI 30 mM) y el agregado de ADN de esperma de salmon 50 pg/ml, 40
ng de sonda biotinilada, concentraciones variables de proteinas recombinantes
purificadas SbABI4 o SbABI5 y fragmentos competidores especificos o inespecificos
(en concentraciones 5x, 10x o 20x). Las incubaciones se realizaron por 30 mins a
temperatura ambiente y se sembraron en un gel de poliacrilamida (29:1
acrilamida:bisacrilamida) al 8% (para los ensayos con SbABI4) o0 6% (para los ensayos
con SbABI5). Para el caso de los ensayos de competencia especifica (SbGA20x3) e
inespecifica (SbGAMyb), las proteinas se incubaron con las sondas competidoras por 10
min, transcurrido ese tiempo se incorpord la sonda biotinilada y se continu6é con la
incubacion por 20 min adicionales. Para los ensayos controles con proteina inespecifica,
las reacciones se incubaron durante 30 min. En todos los casos, los geles fueron
sometidos a electroforesis a 120V en buffer 0.5X TBE (Tris-Acido borico-EDTA) y una
vez finalizada la corrida, fueron transferidos a una membrana de nylon (Amersham
Hybond-N"), aplicando una corriente de 100V por 50 min. Las membranas fueron
bloqueadas con TTBS 1X (Buffer tris-salino con Tween 20) adicionado con 5% de
leche descremada durante 2 hs y luego se incubaron durante una 16 hs con el anticuerpo
correspondiente: estreptavidina-HRP (High Sensitivity Streptavidin HRP Conjugate,
Thermo). Las membranas se lavaron 3 veces con TTBS 1X para eliminar el exceso de
anticuerpo y proceder a la deteccion. La deteccidn de la sefial se realizo con el sustrato
para ECL (enhanced chemiluminescence) y se expusieron las membranas a una
autoradiografia (CL-X Posure Film, Thermo) durante 1 hora. Transcurrido ese tiempo,
se llevd a cabo el revelado con soluciones de revelado, detencion y fijacion. Las
concentraciones de proteina a utilizar en las reacciones de “binding” fueron puestas a
punto previamente, utilizando para ello distintas concentraciones de proteina (10 nM, 50
nM, 100 nM, 500 nM y 800 nM) y evaluando a partir de que concentracion se
comenzaban a visualizar retardos.

3.2.9. Identificacién de secuencias de GA2ox y analisis filogenético

Se utilizaron las secuencias completas de aminoacidos de GAZ2oxidasas de
Arabidopsis thaliana (AtGA20x), Oryza sativa (OsGA20x), Sorghum bicolor
(SbGA20x) y Zea mays (ZmGAZ2ox) previamente descriptas por Rodriguez et al.
(2012). Con el objetivo de expandir la familia de GA20x, se escaned la base de datos de
nucleotidos y proteinas de KEGG (http://www.genome.ad.jp/kegg/) de otras especies
con genomas completamente secuenciados y se identificaron sus GA20x’s: Medicago
truncatula (MtGA2ox), Vitis vinifera (VvGA20x), Populus trichocarpa (PtGA20x) y
Brachypodium distachyon (BdGA2o0x). Los cédigos de identificacion de las secuencias
se encuentran listadas en la Tabla suplementaria 3.2. Con estas secuencias de
aminoacidos se completd un set de proteinas GA20x representadas en 4 especies
monocotiledoneas y 4 dicotiledoneas. El alineamiento de las secuencias aminoacidicas
completas se realiz6 en ClustalW (Thompson et al., 1997) usando el seteo estandard
(Gonnet weight matrix, gap opening=10 y gap extension=0.2) y se ajustd mediante
inspeccion visual. Con las secuencias completas alineadas se realiz6 un analisis
filogenético bayesiano mediante el uso de MrBayes v. 3.1.2, seteando un algoritmo
MCMC (Ronquist y Huelsenbeck, 2003). Se realizaron dos corridas independientes para
1.500.000 generaciones (Figura suplementaria 3.2). Utilizando otros métodos
alternativos (neighbor-joining y maxima parsimonia), se obtuvieron arboles con una
topologia similar (informacion no mostrada). Todos los arboles se visualizaron usando
el programa MEGA 5.01 (Tamura et al., 2011). A partir del arbol obtenido, Gnicamente
se selecciond el grupo que incluyd la SbGA20x3 (1) y se lo dividio en los subgrupos D,
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M1, M2y M3 para los analisis siguientes. Se identifico un fragmento de 2Kpb rio arriba
del ATG para cada gen como la region regulatoria putativa (promotor). El promotor de
SbGA20x4 no se incluyé en la basqueda porque la proteina hipotética SbhGA20x4
mostro estar truncada y posiblemente no ser funcional. A continuacion se realizdé un
analisis comparativo utilizando las secuencias de promotores de 2 Kpb dentro de cada
uno de los subgrupos (D, M1, M2 y M3) utilizando la herramienta EARS
(http://wsbc.warwick.ac.uk/ears/help.php). EI programa EARS fracciona las secuencias
en secuencias pequefias (ventanas) y lleva a cabo un alineamiento global entre cada par
de ventanas posibles, permitiendo la deteccion de secuencias conservadas. Se realizaron
4 corridas independientes con EARS, comparando el promotor de SbGA20x3 con los
promotores de las GA2o0xs de los subgrupos D, M1, M2 y M3 respectivamente. Para
todas las corridas, se utiliz6 un tamafio de ventana de 60 pb y un p valor limite de
0.0001. Se analizé el archivo de resultados del EARS para cada corrida y, en el caso del
subgrupo M3, se estableci6 la ubicacion de los picos significativos identificados (1 y 2)
dentro del promotor de SbGA20x3 y de los promotores de las GA20xs incluidas en M3.
Finalmente, se utiliz el software MEME (Bailey et al., 2009) para identificar los
motivos conservados representados en las secuencias correspondientes a los picos 1y 2
de los promotores de BdGA20x5, BdGA20x8, OsGA20x3, OsGA20x4 y SbGA20x3
(miembros del subgrupo M3).

3.3. Resultados

3.3.1. Analisis in silico de la region regulatoria del gen ShGA20x3

En un trabajo previo (Rodriguez, 2008; Rodriguez et al., 2012), se analiz6 una
secuencia que abarcaba las primeras 557 pb rio arriba del inicio de la transcripcion
(ATG) del gen SbGA20x3, y se identificaron varias secuencias cis-regulatorias
relacionadas a la sefializacién por ABA. Con el objetivo de profundizar este anélisis se
evalud el contexto genémico para SbGA20x3 (Figura suplementaria 3.1), pudiendo
observarse que el gen mas proximo a ShGA20x3 tenia la misma polaridad que este
altimo y el final de su secuencia se encontrd a una distancia de 10.052 pb con respecto
al ATG de SbGA20x3. Teniendo en cuenta ademas que SbGA20x3 no posee intrones
aguas arriba de su ATG, y que numerosos autores han informado sobre la regularidad
con la que se identifican elementos regulatorios ubicados entre 2 y 3 Kpb rio arriba del
ATG (Kim et al., 2007; Oh et al., 2007; Lee et al., 2012), se clon6 y secuencié un
fragmento de DNA genomico de 2 kpb rio arriba del ATG de SbGA20x3 (considerada la
regién 5regulatoria putativa o promotor) para los genotipos resistente a BPC (1S9530) y
susceptible a BPC (RedlandB2). Para evaluar la posibilidad de una composicién
diferencial en la secuencia regulatoria de 1S9530 y RedlandB2, se analizaron ambas
secuencias en la base de datos PLACE (Plant Cis-acting Regulatory DNA Elements),
que permitio identificar elementos cis-regulatorios. Dentro de los 2 Kpb del promotor
de SbGA20x3 analizados, se encontraron numerosas secuencias regulatorias, incluyendo
elementos vinculados a la sefializacion del ABA y las GA: ABRE (ABA Response
Element), CE (Coupling Element), DRE (Drought Response Element), RY repeat,
MYB, E-box/MYC y GA-down (similar al ABRE), observandose la mayor densidad de
estas secuencias dentro de las primeras 1000 pb rio arriba del ATG (Figura 3.2). Dentro
de los elementos de respuesta al ABA, se identificaron los motivos ABRE, CE1 y DRE
en las posiciones -194, -218 y -225 bp rio arriba del TATA-box respectivamente. Otros
autores informaron que esta sucesion particular de elementos regulatorios se encuentra
en promotores de genes regulados por ABA (Himmelbach et al., 2003; Shen et al.,
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2004) y este conjunto de elementos en el promotor de SbGA20x3 podria ser considerado
un “Complejo de Respuesta al ABA” o ABRC (ABA Response Complex). Por otro
lado, en la region analizada se encontraron varios elementos RY y E-box/MYC, que
aparecen frecuentemente en genes que tienen expresion especifica en semillas (Stalberg
et al., 1996; Ezcurra et al., 1999; Kim et al., 2007). En particular, uno de los elementos
RY, ubicado en la posicion -244 rio arriba del TATA-box y préximo al ABRC, sugiere
que la regulacion de SbGA20x3 por ABA seria especifica de la semilla. Estos hallazgos
estdn en concordancia con varios estudios que muestran que los elementos que
confieren expresion especifica en semillas aparecen en la region proximal del promotor,
generalmente dentro de las 500 pb rio arriba del inicio de la transcripcion (Wu et al.,
2000; Chandrasekharan et al., 2003).

-2000 AATCTCCACATCTGACGACCTAGTACTATATTAATTACAGGGATGTCAGATGTCTAATGCGTTGCCGGTCTATAGCTAGTCCTCTCAGCAAAAA
E-box/MYC E-box/MYC
21906 ATGGTCAGATCTACTACTCCTAATCCTAATCCTAGTCCTAATCCTTCCTTGGGAACACGGTCAATGTGCATGACCAGGCGGTCAGCCTCTGCAC
RY
-1812 CATTCGGAATATCAGAGGAAGGCACACAGTTCCCGGATCAGAATGTCTGTCGCCTGGGCTGGGCATGCCGATGCCGTGCGCACCAGGTATGCA

21719 TTTCTGGCAGGTGCGCAATACAATACTGCACATAGTACTACGTACAGTACTGCCGTACAGCTGCGGAACTTGTTTATTCGTGCCTAGTACGCGG
E-box/MYC

-1633 GTACGGAAATGTTTACTGGAAAGGTGTCTGAAAACATGAGAAAGCTTTGACTAGGGTGGACTTGTTTATGGCATCGAAGCAGCGAGTTGCCCC

-1532  AACTGGCGAGCCACCATTGCGTGGCCCGAGATTAACTACTGCCGGAATTACTACGTGGCCTGGGAAAAATGTCCGGCAGGCAGGCGCCGCTG
E-box’/MYC/MYB ABRE
-1440 CTCGTCTGCGGTTTCTATGTGCCGATGCGATCGGATCGGATCGGATCGGATCAGCGGAACACGCGAGGGCGGGACGACGACCACAGGAGCGA

-1348 GCAGCTAGCTCTCACCAAGTCACCAGGCTGCATGGGCATGGCCGCGAGCAGGGCTGGACCGTGTCAATCCATCGAGCCGCCTATTATTGGTTC
RY

-1255 CACACAGCATTGCTTCACGGTTCCCAATGCCCACGCCTAGCCTAAGCGAGATCAACTAGGCCAGCTGAAACTACGAGAGATGCGCTGTGGGC
E-box/MYC
-1163 AAGACACTGGTGGAGCGAGTCTATCAGCTGTAAACGATATTTGATTTTTTTTTTTTTTACTATGATCCTTCACCCGCTCCTCTGATGTTATCACTC
E-box/MYC
-1067 GCCCATGGTTTTACCCGGCCACCTAGAAATTCACCTCGTCATGCTTATCTGGTTCAGAGCGTCACAAACAGCTACACATGAGCCTTCACAGCA
MYB E-box/MYC
-974 TGGACGGCCTATGGAGTGTCGAGTCCGTGGACTAACGGAGCAGCACGTACTGTGGGGACCCGATCGAGCCGGAGAGCCACCACACATAACC
MYB ABRE MYB
-883 GCCTTTTTTTCCGACGACACAGCCGCCTAATTCCCGGGGCGGGCTGCCTTCAACGCCGATCTCTGGTTTCGCGGGAGAATAATTTAGCGAGAC
MYB
-790 ACGGGAACGGGTCGTGAGGAAGGAAAAGCCTGACAGCATCACGGCCGGTGCCGTTCGGACCCAGGCATGGCAGTTATTGATGATCCGAGTC
MYB MYB
699 ACCGACCTGCCCAGAAAGGATACCGGATCAAGGGCAGGTTCATCTCATCTTTAGGTCTTCCCTAACCAAACATCATCTTCACTGTCTCACGTA
DRE MYB MYB ABRE
-606 GTACGCACTCTTATCTGATCCGCTCATGTCTGCCCCTGATCAGAGCGGTCCCGGTGCCGGCGTGGTTAACGGGAGGGAGGGAGGGACTGGGA
MYB/MYB
-514 GCTAGGGCCGGGCGCCGTGGGAAAACTGCTATTGGCCGGCGTGCCATCGCCTCGTATCGTATGCGTCTCCCATGGAGCCATGCATGCAGCGCG

RY
-421 GCGGGCCGACCTGCCACCGGTGGATCGCGTCCGGACACGTCGCGCCCCGGACCCCGACTGCCCTGGCTCCATCGGCACCGTGCACCCAAA
DRE CE1 ABRE
-331 GCGATCCCACCCCCGATGCATCCTTTTCGTCTCCCTGTCAGCTGGGTCCCATCCAGCCAGGTGCCGCCTCGTCCCTTCTCGCTTCGCTCCGGG
E-box/MYC E-box/MYC
2238 CGGGGCTCTCCCTCGTGCTCGTCCCCGGCACAGGCTTGAGACGATCTATATATACGCCCCCACGAGCTCTCCCAGTTCTCCCCCACATGCACT
TATA box MYC/RY/MYC
-145 TGCTGCAGCAACCGTAGTACACAAGCACACACCACCTCGTCTCCACCTCCCCTGTTCTCAGCGTGCTTGCCCTGTTTCGACCTCCTCTGCTCA
MYB
-55 TCCGCCTCCCTCGCCCGCCACGCCCCACCGTAGTACAGGCCGGCAGACAGCCATG
+1 Met

Figura 3.2. Secuencia de la regién 5 regulatoria putativa para SbhGA20x3 que comprende 2000
bp rio arriba del ATG (+1 Met). La numeracion es relativa a la primer base de la metionina de
inicio. Los motives potenciales de regulacion transcripcional ABRE, CE, DRE, RY, MYB y E-
box/MYC estan subrayados y nombrados debajo. EI fragmento de 242 pb biotinilado que se
utilizé como sonda en los ensayos de retardo en gel (EMSAS) esta resaltado en gris.

El anélisis completo de la region 5 regulatoria permitié definir una region dentro
del promotor como secuencia candidata a ser reconocida y unida por SbABI4 y
SbABI5. De acuerdo a analisis realizado, la region ubicada entre -505 y -263 pb con
respecto al ATG, contiene un ABRC putativo (ABRE y CE1), posible blanco de ambos
factores de transcripcion (ABI4 y ABI5). Por este motivo, esta fue precisamente la
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region que se decidio utilizar en primer lugar como sonda para los ensayos de retardo en
gel (Figura 3.2).

Cuando se compararon las secuencias de los promotores de SbGA20x3 en ambas lineas
(1S9530 y RedlandB2), aparecieron algunas mutaciones puntuales dentro de los 2 kpb,
pero solo una base fue diferente dentro de la secuencia -505 a -236 (region de la sonda),
y eso no afectd ninguno de los elementos del ABRC (Figura suplementaria. 3.3).
Considerando los elementos cis-regulatorios involucrados en la sefializacion por ABA,
no se encontraron diferencias en la region promotora de ShGA20x3 entre las lineas, que
podrian estar relacionadas a la expresion contrastante de este gen.

3.3.2. SbABI4 y SbABI5 se unen al promotor de SbGA20x3 in vitro

Para poner a prueba si SbABI4 y AbABI5 se podian unir al promotor del gen
SbGA20x3 que contenia el ABRC putativo, se clonaron los fragmentos de cDNA
correspondientes del genotipo 1S9530 y se expresaron ambas proteinas con un tag C-
terminal de histidina (6His-tag). La habilidad de las proteinas recombinantes de unirse a
la region promotora de SbGA20x3 fue analizada por ensayos de retardo en gel,
utilizando la porcion -505 a -263 pb como sonda biotinilada. La incubacién de esta
sonda con 0.225 pg de proteina recombinante SbABI4 di6 lugar a la formacion de dos
complejos, indicando la presencia de dos sitios de union para ABI4 en la sonda de
ShGA20x3 (Figura 3.3A). Se obtuvieron resultados similares cuando se incub6 la sonda
con SbABI5 purificada: se observaron 2 bandas que migraron de forma lenta y retrasada
usando 0.375 ug de proteina, indicando que el factor de transcripcion se podia unir a la
sonda en dos sitios (Figura 3.3B). En ambos casos, el complejo que migr6 mas
lentamente (1) puede tratarse del factor de transcripcion uniéndose a ambos elementos
cis-regulatorios de forma simultanea, y el complejo Il, de migracién mas rapida es el
producto de la proteina uniéndose a un Unico sitio (independientemente de cual sea).
Para ambos factores de transcripcién SbABI4 y SbABI5, el complejo | (doble unién a la
sonda) mostré una sefial mas fuerte que la que evidencié el complejo Il con todas las
concentraciones de proteina, indicando un efecto sinérgico entre ambos elementos cis-
regulatorios; ello podria explicar la menor probabilidad de la forma de unién a un Gnico
sitio en la sonda. Cuando se compararon los resultados de los ensayos para ABI4 y
ABI5, la cantidad de proteina que condujo a la formacién de ambos complejos en cada
uno de los casos fue diferente. En este sentido, se necesito una cantidad de casi el doble
de ng de proteina SbABI5 recombinante para detectar los complejos retardados, en
comparacion con la cantidad de SbABI4. Esto puede ser explicado en parte por el hecho
de que la forma funcional de SbABI5 es un dimero mientras que SbABI4 actia como
monomero. Debido a esto, para obtener un mismo numero de unidades funcionales para
la union al ADN, se requeriria el doble de proteina rABI5 en comparacion con rABIA4.
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Figura 3.3. Capacidad de unién al ADN de las proteinas recombinantes de S. bicolor ABI4 y
ABI5 (rABl4 y rABI5). Los experimentos de EMSA fueron realizados con 40 ng de un
fragmento de 242 pb (-505 a -263 pb) como sonda biotinilada, correspondiente al promotor de
SbGA20x3 y concentraciones crecientes de proteinas recombinantes rABI4 y rABI5. Los
complejos detectados, la posicion del origen y la sonda libre estan indicados. A, Patrén de
bandas retardadas para rABI4. La cantidad de proteina en cada reaccién fue la siguiente: linea 1,
sin proteina; linea 2, 0.045 pg; linea 3, 0.075 ug; linea 4, 0.15 pg; linea 5, 0.225 ug; linea 6, 0.3
Hg. B, Patron de bandas retardadas para rABI5. La cantidad de proteina en cada reaccion fue la
siguiente: linea 1, sin proteina; linea 2, 0.03 ug; linea 3, 0.06 ug; linea 4, 0.15 pg; linea 5, 0.3
ug; linea 6, 0.375 pg; linea 7, 0.47 pg; linea 8, 0.6 pg.

Para poner a prueba la especificidad de los complejos detectados para rABI4 y
rABI5, se llevaron a cabo varios ensayos de retardo en gel utilizando sondas
competidoras especificas e inespecificas y extractos proteicos inespecificos. La figura
3.4 muestra los resultados de los ensayos de competencia para ABI4 y ABI5:
concentraciones crecientes de sonda ShGA20x3 no marcada (especifica) desplazaron los
complejos | y Il tanto para las incubaciones con rABI4 como con rABI5 (Figura 3.4A),
mientras que la competencia con un fragmento no marcado del gen SbGAMyb
(inespecifica) no tuvo efecto (Figura 3.4B). Para descartar una posible interaccion entre
proteinas residuales de E. coli y la sonda, se realizaron incubaciones con cantidades
variables de extracto proteico proveniente de cultivos de E. coli transformados con el
vector pET24a vacio (sin inserto); estas incubaciones no condujeron a la formacion de
ningan complejo (Figura 3.4 C y D).
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Figura 3.4. Especificidad de los complejos detectados para rABI4 y rABI5. A 'y B, Ensayos de
de competencias para rABI4 y rABI5, realizados con un fragmento de 242 pb de SbGA20x3 (-
505 a -263 pb) como sonda biotinilada. Para todas las posiciones se usaron 40 ng de sonda
biotinilada y 0.225 pg de rABI4 (A) o 0.375 pg de rABI5 (B). Para las competencias
especificas, la cantidad de ADN competidor no marcado (fragmento SbGA20x3 sin marcar) en
cada reaccion fue la siguiente: calle 1, sin competidor; calle 2, 200 ng; calle 3, 600 ng. Para las
competencias no especificas, la cantidad de de competidor no marcado (fragmento de SbhGAMyb
de 183 pb) fue la siguiente: calle 4, sin competidor; calle 5, 200 ng; calle 6, 600 ng. C y D,
EMSAs controles para rABI4 (C) y rABI5 (D) llevados a cabo con concentraciones crecientes
de extracto proteico de cultivos de E. coli (transformados con vector pET24a vacio) y 40 ng de
sonda biotinilada SbGA20x3. Tanto para C como para D, la cantidad de extracto proteico en
cada calle fue la siguiente: calle 2, 10.74 ug; calle 3, 14.32 ug; calle 4, 17.9 ug; calle 5, 21.48
pg; calle 6, 25.06 pg. La calle 1 muestra los controles positivos de incubacién con 40 ng de
sonda biotinilada S0GA20x3 y 0.225 g de rABI4 (C) y 0.375 ug de rABI5 (D).

Por otro lado, se realizé un ensayo de retardo en gel como control positivo,
incubando rABI4 o rABI5 con sonda biotinilada del promotor de AtEm6. La secuencia
de este promotor contiene seis ACGT que podrian actuar como elementos ABRE y dos
elementos CE-like. En ese sentido, Carles et al. (2002) mostraron que AtABI5
interacciona con ese promotor, convirtiéndolo en un buen control positivo para esta
tesis. Tanto rABI4 como rABI5 fueron capaces de unirse a la sonda de AtEm6,
originando cinco Yy cuatro complejos retardados respectivamente (Figura 3.5). En forma
conjunta, los resultados de los ensayos de competencia y los controles positivos y
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negativos, demostraron que SbABI4 y SbABI5 se unen in vitro al promotor de
SbGA20x3 de una manera especifica.

A

-228 AGTTAAAGAACACGCGGCGAAGAAGTACGGCCACTACCACGT
-186 TCAAAGTATACGTCAGCTAATAAAGTCAGACACGTGGCATGTC
-144 ACCAAGAAAGAAGAGCATACGTATGACGTACCGATTGTCCCTG

-62 CCCTCCGGATTGA

C
rABI4 rABI5
—Origen —Origen

Complejos

— Seiial inespecifica

Complejos

Sonda libre ] Sonda libre

Figura 3.5. Capacidad de unién de rABI4 y rABI5 a la sonda biotinilada del promotor de
AtEm6. A, Secuencia de la sonda biotinilada AtEm6 (186 pb). Las posiciones estan expresadas
relativas a la primer base de la metionina inicial (ATG). Se indican los motivos ACGT para
ABRESs putativos (lineas sélidas) y CE-like (lineas punteadas). B, Patron de retardos para
rABI4. Se incubaron 40 ng de sonda biotinilada AtEm6 con 0.225 ug de rABI4. C, Patron de
retardos para rABI5. Se incubaron 40 ng de sonda biotinilada AtEm6 con 0.375 pg de rABI5. En
todos los casos, los complejos detectados, el origen de la corrida y la sonda libre estan
indicados.

Con el fin de examinar la posibilidad de que el ABRC incluido en la region
5 regulatoria de ShGA20x3 fuese el responsable de las uniones detectadas para rABI4 y
rABI5 y para descartar posibles artefactos debido al largo de la sonda utilizada, se
disefiaron sondas més cortas, incluyendo una sonda “wild type” (con el ABRC intacto),
una sonda “ABRE mutado” (ABRE mutado y CE intacto) y una sonda “CE mutado”
(CE mutado y sin ABRE incluido) (Figura 3.6A). Cuando se realizaron los
experimentos de EMSA con la sonda “wild type”, tanto rABI4 como rABI5 produjeron
complejos similares a los detectados con la sonda mas larga, con la aparicion de un
complejo retardado adicional en el caso de rABI4. Sin embargo, cuando se incubo
rABI4 o rABIS5 con la sonda “ABRE mutado”, la intensidad de todos los complejos
disminuyd, indicando una menor afinidad por ese fragmento de ADN. Ademas, cuando
se utilizo la sonda “CE mutado” (y no habia un ABRE incluido en este caso), se
detectaron unicamente trazas de complejos retardados, sugiriendo que la afinidad por
esta Gltima sonda era aun menor (Figura 3.6 B y C). Colectivamente, estos resultados
sugieren gue los elementos ABRE y CE tienen un rol decisivo en la union de rABI4 y
rABI5 al promotor de ShGA20x3.
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Sondas

a --TGCCACCGGTGGATCGCGTCCGGACACGTCGCGCCC
CE ABRE

b—TGCCACCGGTGGATCGCGTCCGGACAAfTCGCGCCC
CE ABRE*

* *
¢ --TGCTTCCGGTGGATCGCGT
CE*

B C
Sonda 4 b c Sonda a b c
tAB4 - + - + - + rABIS - + - + - +
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
Complejos [ ~—

Complejos { ﬁ b
Sonda libre [-' (W) “ o Sonda libre | Nl Hw

Figura 3.6. Capacidad de union de rABI4 y rABI5 a sondas ShGA20x3 “wild type” y mutadas.
A, Secuencia de las sondas a, b y ¢ indicando los elementos CE y ABRE: sonda a, ABREy CE
sin mutar; sonda b, ABRE mutado y sonda ¢, CE mutado y sin ABRE incluido. Los asteriscos
en las sondas b y ¢ indican las bases y elementos mutados. El largo total de las sondas fue el
siguiente: a, 131 pb; b, 131 pb y ¢, 114 pb. B, Ensayos de retardo en gel (EMSA) llevados a
cabo con rABI4 y las sondas SbGA20x3 a, b y c. Para todas las calles, se utilizaron 40 ng de
sonda biotinilada y la cantidad de proteina rABI4 fue la siguiente: callel, 3 y 5, sin proteina;
calles 2,4 y 6, 0.225 pg. C, EMSA realizado con rABI5 y las sondas a, b y c. Para todas las
calles, se utilizaron 40 ng de sonda biotinilada y las cantidades de rABI5 fueron las siguientes:
calle 1,3y 5, sin proteina; calles 2,4 y 6, 0.375 pg.

3.3.3. SbABI4 y SbABIS5 no se unen in vitro al SbGA20x3 de forma simultanea.

Considerando que tanto SbABI4 como SbABI5 se unieron a la misma region
5’regulatoria de SbGA20x3 y que se ha informado recientemente que ABI4 y ABI5
pueden activar sinérgicamente algunos promotores de genes de plantas (Reeves et al.,
2011), se examind la posibilidad de que las proteinas recombinantes ABI4 y ABI5 se
pudieran unir simultdneamente a la misma sonda del promotor de SbGA20x3. Contrario
a esta hipotesis, los ensayos de retardo en gel llevados a cabo mediante co-incubaciones
de la sonda SbGA20x3 con ambos factores de transcripcién, no mostraron la formacion
de ningun complejo ternario, sugiriendo que SbABI4 y SbABI5 no se unen al promotor
de SbGA20x3 simultaneamente (Figura 3.7). Por lo tanto, es posible que estas dos
proteinas tengan afinidad por los mismos elementos cis-regulatorios. Estos resultados
concuerdan con datos de microarreglos obtenidos en plantas transgénicas de
Arabidopsis que sobreexpresan AtABI4, en los que observd que los elementos ABRE
estan sobrerrepresentados en promotores de genes regulados por ABI4, mientras que los
CE estén casi ausentes (Reeves et al., 2011).
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Figura 3.7. Ensayos de retardo en gel (EMSA) llevados a cabo con co-incubaciones de rABI4 y
rABI5 con 40 ng de sonda biotinilada SbGA20x3. Las cantidades de proteina en las reacciones
fueron las siguientes: calle 1, sin proteina; calle 2, 0.225 pg de rABI4; calle 3, 0.375 ug de
rABI5; calle 4, 0.225 ug de rABI4 y 0.375 g de rABIS.

3.3.4. El “Complejo de respuesta al ABA” o ABRC se encuentra en el promotor de
otros genes GA2ox de monocotileddneas

En vista de los resultados obtenidos in vitro mediante la técnica de EMSA, el
siguiente objetivo fue investigar si las interacciones detectadas son parte de un
mecanismo regulatorio conservado en genes de GA2oxidasas en otras especies. Para
ello, se evalu6 la posibilidad de que aquellas proteinas GA2oxidasas con elevada
similitud de secuencia a la SbGA20x3 pudieran compartir los mismos elementos
regulatorios en la regién 5° regulatoria. Para abordar esta pregunta, en primer lugar se
llevé a cabo un analisis filogenético global usando el set completo de GA2oxidasas
involucradas en el metabolismo de las GAs pertenecientes a 4 especies dicotiledéneas y
4 monocotiledéneas. Las secuencias completas de las proteinas GA2oxs de las 8
especies fueron completamente alineadas y se obtuvo un arbol filogenético (Figura
suplementaria 3.1) utilizando el software MrBayes (Huelsenbeck y Ronquist, 2001).
Teniendo en cuenta la estructura topoldgica, el largo de las ramas y los valores soporte
del clado, las proteinas GA2ox fueron clasificadas en 3 grupos: I, 11 'y Il1, corroborando
la clasificacion propuesta por (Lee y Zeevaart, 2005) y los resultados especificos de
Rodriguez et al. (2012). Las proteinas SbGA20x1 y ShGA20x2 fueron incluidas en el
grupo |1, mientras que SbGA20x3 y SbhGA20x4 quedaron incorporadas dentro del grupo
I, y como el principal interés estaba focalizado en SbGAZ20x3, el grupo | fue
seleccionado para los analisis subsiguientes. Dentro del grupo | de GA2oxidasas se
observd una separacion clara entre GAZ2oxidasas de monocotiledoneas (M) y
GAZ2oxidasas de dicotileddneas (D) y el grupo M fue a su vez dividido en los subgrupos
M1, M2y M3 (Figura 3.8A). La SbGA20x3 se ubico dentro del subgrupo M3. Cuando
se examind la composicion de motivos en todas las GA2oxidasas de monocotiledoneas
(Figura suplementaria 3.4), la SbGAZ20x4 apareci0 como una proteina truncada,
probablemente no funcional, siendo altamente probable que se haya originado en una
duplicacion reciente del gen SbGA20x3. Para analizar la posibilidad de la existencia de
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un mecanismo regulatorio comun a los genes GA20x de sorgo y otras especies, se
realiz6 un andlisis comparativo entre la secuencia 5 regulatoria (2 Kpb rio arriba del
ATG) de SbhGA20x3 versus los promotores de cada uno de los subgrupos (D, M1, M2 y
M3), con la ayuda de la herramienta EARS (Picot et al., 2010). Los resultados obtenidos
de estos analisis mostraron que solo los promotores de las GAZ2oxidasas
correspondientes al subgrupo M3 comparten regiones comunes dentro de la secuencia
5regulatoria de ShGA20x3. Se obtuvieron 2 picos con altos niveles de significancia
indicando la existencia de 2 regiones conservadas dentro de estos promotores (Figura
3.8B).
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Figura 3.8. Anélisis comparativo de los promotores de GA2oxs. A, Relaciones filogenéticas
para el grupo | de GA20xs. Las 28 proteinas GA2oxs fueron agrupadas en 4 subgrupos: D:
dicotiled6neas; M1: monocotiledéneas 1; M2: monocotiledéneas 2 y M3: monocotiledéneas 3.
At: Arabidopsis thaliana; Bd: Brachypodium distachyon; Mt: Medicago truncatula; Os: Oryza
sativa; Pt: Populus trichocarpa; Sh: Sorghum bicolor; Vv: Vitis vinifera; Zm: Zea mayz. Se
muestran los valores de bootstrap y la escala indica el nimero de cambios por posicién por
unidad de largo de rama. Los codigos de identificacion de las secuencias estan listados en la
Tabla suplementaria 3.2. B, Plots comparativos multi especie entre el promotor de SbGA20x3 y
los promotores de las GA2o0xs de cada grupo (D, M1, M2 y M3); obtenidos con la herramienta
EARS. La linea punteada horizontal indica el p valor de corte (0.0001), sugiriendo que
Unicamente en el caso de M3 se detectaron 2 picos significativos.
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Ademas, se analizé en detalle cada una de las comparaciones de manera
individual, i.e. el promotor de ShGA20x3 y cada uno de los promotores del subgrupo
M3, y se encontré que los cinco miembros de M3 compartian los dos mismos picos
significativos (Figura suplementaria 3.5). A continuacion, para identificar los motivos
comunes representados dentro de estos picos en los cinco genes GA2oxidasas, se
exploré la secuencia de las dos regiones conservadas. La ubicacién del pico 1
colocalizaba en todos los casos con el TATA-box, mientras que el pico 2 pudo ser
delimitado entre -460 y -375 pb rio arriba del ATG de SbGA20x3. La secuencia
correspondiente al segundo pico comprendié una porcion de las sondas que habia sido
previamente utilizada en los ensayos de EMSA descriptos mas arriba, y el ABRE vy el
CEL1 estaban representados en todos los casos (Figura 3.9). La secuencia del CE1
presenté mutaciones puntuales en el promotor de los genes GA2ox de Brachypodium,
comparada con el CE1 descripto en otras especies como maiz, lo cual conduciria a la
formacion de elementos CE1-like, como lo expreso Niu et al. (2002).

CE1 ABRE
SbGA20x3 GGCGGGCCGACCTGCCACCGGTGGATCGCG ------=-- GTGGATCGCGTCCGGACACGTCGCGCCCCGGACC
0OsGA20x4 AGCTCGCCATATTGCCACCCGGCGGATCAC — =======-- GCGGATCACACTGGAACACGTCGCCTCCTCCCCC
0OsGA20x3 CCTTGGCTCCATTGCCACCACCAGATAAAG  =======-= GTGGATCGTGTTCGGACACGTCGCGGCCCCTCCA
BdGA20x8 CGTAGCCACCATAGACACCCAAGCGAGAAA --------- GTGGATCGCCTTGGGACACGTCGCGGCCCCTCCA
BdGA20x5 CACGCTCCTCATTCCCCCGGCCCCAGCGCA  ======= GCGGATCACATCTGAACACGTCGCCCCCCTCGAA

Aﬁm fl& AArCAC—,TC{C

Figura 3.9. Alineamiento de las secuencias correspondientes al pico 2 de los miembros M3
(SbGA20x3, OsGA20x3, OsGA20x4, BdGA20x5 y BdGA20x8). Las regiones conservadas estan
resaltadas en gris: ABRE (CACGTC) y CE (CACCG). El software MEME (Bailey and Elkan,
1994) fue utilizado para encontrar los motivos comunes en los promotores de los miembros del
subgrupo M3. Debajo de cada region conservada se muestran los logos para los motivos CE y
ABRE.

En todos los casos, la posicion del ABRE y el CE1 respecto al TATA-box en este
grupo de promotores fue tal como se ha descripto en otros ABRC (Shen y Ho, 1995;
Shen et al., 1996), sugiriendo una posible regulacién transcripcional de estos genes por
parte de la via de sefializacion del ABA. Asimismo, aunque no se detectaron elementos
RY dentro de las regiones conservadas identificadas en el analisis (debido a una mayor
variacion en la posicion de estos elementos), si se encontro este tipo de elementos en los
promotores de todos los miembros del subgrupo M3, indicando que la posible induccion
por ABA de estos genes es especifica de semillas. En conjunto, los resultados del
analisis filogenético y comparativo indican que las GA2oxidasas del subgrupo M3, no
solo muestran una similitud estructural y probablemente funcional, sino que también
podrian compartir un mecanismo de regulacién transcripcional similar. Los factores de
transcripcion ABI4 y ABI5 involucrados en la sefializacion por ABA emergen como
fuertes candidatos a formar parte de este mecanismo.


http://mbe.oxfordjournals.org/content/27/4/862.full#ref-10
http://mbe.oxfordjournals.org/content/27/4/862.full#ref-10

85

3.4. Discusion

Es ampliamente conocido que la sefializacion por ABA y el metabolismo de las
GA s juegan un rol fundamental durante la expresion de la dormicion en granos de sorgo
inmaduros (Perez-Flores et al., 2003; Rodriguez et al., 2009; Rodriguez et al., 2012).
Resultados previos obtenidos con el sistema de sorgo RedlandB2 (baja dormicién)-
I1S9530 (elevada dormicion), mostraron que la expresion de la dormicion en estos dos
genotipos estd relacionada a la diferente sensibilidad de los embriones al ABA
(Steinbach et al., 1995; Gualano et al., 2007; Rodriguez et al., 2009). Esa sensibilidad
contrastante al ABA, se evidencia como una transcripcion diferencial de genes que
codifican para proteinas que actian como reguladores positivos de la sefializacion del
ABA (ABI3/VP1, ABIl4, ABI5 y PKABAL), que se expresan en altos niveles durante la
incubacion de granos inmaduros dormidos de la linea 1S9530, pero no en el genotipo
con baja dormicién RedlandB2 (Rodriguez et al., 2009). Por otro lado, el contenido de
la giberelina activa GA, alcanza valores significativamente méas elevados en embriones
de la linea con baja dormicion RedlandB2 durante el cuarto dia de incubacion de los
granos, comparados con los alcanzados por la linea de elevada dormicion 1S9530
(Perez-Flores et al., 2003; Rodriguez et al., 2012). Una explicacion posible a esta
acumulacion diferencial de GA, fue propuesta por (Rodriguez et al., 2012), quien
observo que los niveles de transcriptos de genes que codifican para enzimas de sintesis
de giberelinas aumentan durante la incubacion de granos de ambas lineas (con elevada y
baja dormicidon) pero ello estd acompafiado por una evidente promocion de la
transcripcion de los genes de inactivacion de giberelinas SbGA2ox1 y SbGA20x3
unicamente en 1S9530. La correlacion negativa entre los niveles de GA, y su catabolito
GAgz, también brinda respaldo al rol activo que posee el catabolismo de las GAs en la
determinacion de los valores de GA, durante la expresion de la dormicién en estas
lineas de sorgo. Teniendo en cuenta los patrones de expresion concordantes de SbABI4,
SbABI5 y SbGA20x3 y el perfil de acumulacion de SbABI5 en granos dormidos
incubados (Rodriguez et al., 2009), simultdneamente con la identificacion de un posible
ABRC en el promotor de SbGA20x3, en este capitulo se examind la interaccién in vitro
entre las proteinas SbABI4, SbABI5 y la region 5 regulatoria de SbGA20x3. Se
demostro que las proteinas recombinantes SbABI4 y SbABI5 son capaces de interactuar
in vitro con un fragmento de la regién 5regulatoria de SbGA20x3, sugiriendo la
existencia de un cross-talk entre la sefializacion del ABA y el metabolismo de las GAs
durante la imbibicidn de granos inmaduros dormidos de sorgo. Ademas, los resultados
obtenidos sugieren que estas interacciones podrian ser parte de un mecanismo
regulatorio que no ha sido descripto previamente, de un grupo particular de
GAZ2oxidasas de monocotiledoneas.

El anélisis in silico realizado para el promotor de SbGA20x3 reveld la presencia de
varios elementos cis-regulatorios incluyendo algunos relacionados a la sefializacion por
ABA 0 GAs y a la expresion especifica en semillas (Figura 3.2). Particularmente, los
motivos ABRE y CE1 localizados cerca del TATA-box, que de manera conjunta
conforman un ABRC, resultaron de especial interés. Estos elementos ABRE y CE han
sido identificados en los promotores de otros genes de respuesta al ABA como los genes
HVAL (Shen et al., 1996), HVA22 (Shen y Ho, 1995), el gen de trigo Em (Guiltinan et
al., 1990), y los genes de arroz Rab16b (Ono et al., 1996), Rab17 (Busk et al., 1997),
Rab28 (Busk y Pages, 1998) y Osem (Hattori et al., 1995).

En este capitulo, se demostro que los factores de transcripcion SbABI4 y SbABIS5,
son capaces de unirse a una sonda de ShGA20x3 de forma especifica, generando dos
complejos; esto indica la existencia de dos sitios de union en el promotor de SbGA20x3
para cada una de las proteinas (Figura 3.3). Aunque son necesarios experimentos



86

adicionales, como ADN footprinting, para conocer los motivos regulatorios que estan
siendo reconocidos por estos factores de transcripcion, los resultados obtenidos en los
ensayos de retardo en gel con las sondas “ABRE mutado” o “CE mutado”, demostraron
que ambos elementos, ABRE y CE, estan involucrados en la union especifica de
SbABI4/SbABI5 al promotor de SbGA20x3, ya que la interaccion con la sonda de
ShGA20x3 se vio marcadamente reducida cuando las secuencias del ABRE y del CE
fueron mutadas. En esta misma direccion, de acuerdo a lo que se informé en maiz (Niu
et al., 2002), un elemento candidato que puede ser reconocido por ABI4 seria el CE,
localizado -218 pb rio arriba del TATA box. Por otro lado, el ABRE (localizado -194 pb
rio arriba del TATA box) aparece como un motivo candidato adicional que podria ser
reconocido por ABI4, ya que los ensayos de retardo en gel llevados a cabo con la sonda
del promotor de AtEm6 que contiene seis ABRE putativos, dio lugar a cinco complejos.
De acuerdo a la informacion existente (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007), ABI5
podria unirse al elemento ABRE localizado en la region 5regulatoria de SbGA20x3
generando uno de los complejos detectados, pero ademas, es posible que ABI5 esté
reconociendo al elemento CE y de lugar al complejo adicional. En este sentido,
(Casaretto y Ho, 2003) informaron que la proteina de cebada HvABI5 reconoce tanto el
elemento ACGT-box (ABRE) como el CE3 del ABRC3, sugiriendo la posibilidad de
que SbABI5 se esté uniendo a los elementos ABRE y CE1. En linea con esos
resultados, aunque ambas proteinas SbABI4 y SbABI5 fueron capaces de unirse al
promotor de ShGA20x3, no tuvieron la habilidad de interaccionar de manera simultanea
con la sonda biotinilada, dando a entender que ambos factores de transcripcion
compiten por los mismos elementos de union. Este resultado esta en concordancia con
lo observado por Cassaretto et al. (2003) como se describié méas arriba y también con
los resultados obtenidos por Reeves et al., (2011), quienes mostraron que los
promotores de numerosos genes de Arabidopsis que son blancos de ABI4 y/o ABIS5,
estan enriquecidos en motivos ABRE. Los resultados del presente capitulo mostraron
ademas que se requirieron cantidades menores de SbABI4 que de SbABI5 para detectar
complejos retardados. Gran parte de esta diferencia podria estar relacionada con el
hecho de que es conocido que ABI5 actia como homodimero o heterodimero
(Finkelstein y Lynch, 2000) y por otro lado, se demostré que la fosforilacion estabiliza a
ABI5 y aumenta su actividad in vivo (Lopez-Molina et al., 2001; Piskurewicz et al.,
2008), lo que llevaria a que sean necesarias mayores cantidades de SbABI5 que de
SbABI4 para detectar union in vitro. Teniendo en cuenta que tanto SbABI4 como
SbABI5 tienen la capacidad de unirse al promotor de SbGA20x3, ambos factores de
transcripcion podrian ser parte de un mecanismo de ajuste fino de la expresion de
SbGA20x3 en granos dormidos durante su imbibicion. En ese contexto, a pesar de que la
expresion del gen SbABI4 ya ha sido medida por Rodriguez et al. (2012), se necesitan
nuevos experimentos para cuantificar la cantidad de proteina SbABI4 que se produce
durante la incubacién de granos dormidos, con el objetivo de tener un escenario mas
acertado del patron de acumulacion de este factor de transcripcion durante la
imbibicion. Por otra parte, SbVP1/ABI3, un factor de transcripcion de tipo B3 y
conocido componente de la sefializacion del ABA, aparece como otro candidato fuerte a
regular la expresion de ShGA20x3. Esta posibilidad surge de trabajos que mostraron que
VP1 reconoce elementos RY, como los identificados en el promotor de SbhGA20x3
(Suzuki et al., 1997). La participacion de VP1/ABI3 en la modulacién transcripcional de
genes regulados por ABA ya ha sido sugerida por Himmelbach et al. (2003), quienes
propusieron la accion combinada de factores de transcripcién con dominios de tipo
bZIP, AP2 y B3. En ese sentido, VP1/ABI3 podria unirse a elementos RY y en
combinacion con motivos ABREs o CEs localizados en las cercanias, podria actuar
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como un potenciador de la transcripcion de genes regulados por ABA de una manera
especifica en semillas (Holdsworth et al., 2008). En este contexto, los elementos RY
que se identificaron en el promotor de SbGA20x3, especialmente el RY mas proximo a
los elementos ABRE y CE, refuerzan la posibilidad de que SbAVP1/ABI3 actle como
un potenciador de la transcripcion de SbGA20x3 en la semilla.

De manera conjunta, los resultados mostrados en este capitulo permiten proponer
que en semillas dormidas inmaduras, durante la expresion de la dormicion, SbABI4 y/o
SbABI5 (con la posible accion accesoria de SbVP1/ABI3) interactuarian con el
promotor de SbGA20x3, aumentando su transcripcion, y conduciendo a la acumulacion
de proteina SbGA20x3; ello resultaria en la degradacion de GAs activas previniendo de
esta forma la germinacién de granos inmaduros dormidos. Por el contrario, los
componentes de la sefializacion del ABA son escasamente acumulados en granos
inmaduros no dormidos durante la imbibicion, y el promotor de SbGA20x3 no podria ser
activado por SbABI5 y/o SbABI4; ello conduciria a la acumulacién de GAs activas
(debido a una menor inactivacion) y como resultado, aumentaria la germinacion. De
manera similar a lo que se sugiere en este capitulo, Lee et al. (2012) propusieron que
durante la inhibicion de la germinacion dependiente de phyB en Arabidopsis, AtABI5
interactta con los genes AtGA3ox1 y AtGA30x2, pero suprime su expresion en lugar de
aumentarla, cuyo resultado seria un menor nivel de GAs en la semilla.

El andlisis filogenético y de arquitectura de dominios que se llevo a cabo en este
capitulo, demostré que SbGA20x3 es probablemente la tnica GA2o0x funcional dentro
del grupo |, ya que SbGA20x4 aparece como una duplicacion truncada de SbGA20x3.
La posible falta de funcionalidad de SbGA20x4 resalta el rol bioldgico central que tiene
SbGA20x3 en sorgo granifero. El analisis filogenético y el alineamiento realizado,
sugieren que SbGA20x3 no solo comparte una estructura/funcién con otros miembros
del subgrupo M3, sino que ademas podrian compartir una regulacién transcripcional
comdn. De manera contraria, para el resto de los subgrupos D, M1 y M2 no se
observaron complejos regulatorios comunes conservados con SbGA20x3. Las
GAZ2oxidasas del subgrupo M3 mostraron dos secuencias conservadas, una de ellas
incluyendo ambos elementos: ABRE y CE (ABRC). La funcionalidad del CE1-like
representado en BAGA20x5 no se ha testeado aun en otros promotores, y por lo tanto no
se puede considerar ese motivo como un elemento funcional hasta que se informen
nuevas evidencias, pero si se ha demostrado que el CE1-like detectado en el promotor
de BdGA20x8 es funcional para la union de ABI4 en los genes de maiz ABI4, RAB28 y
RAB17 y en los de cebada HVA22 y HVA (Niu et al., 2002). Estos hallazgos sugieren
que las GA2oxs del subgrupo M3 podrian ser genes regulados por ABA y que el
mecanismo de cross-talk propuesto para sorgo granifero podria también operar en arroz
y Brachypodium, a través de la regulacion transcripcional de los genes OsGA20x3,
OsGA20x4, BdGA20x5 y BdGA20x8. Ademas, la localizacion de elementos RY en los
promotores de estos cuatro genes indica que la regulacién de la transcripcion por ABA
en semillas podria estar mediada también por VP1/ABI3 en todos ellos.

En concordancia con estos Gltimos resultados, un analisis comparativo del
contenido de ABA en granos de Brachypodium mostré que las semillas de genotipos
con baja dormicién y con alta dormicion postmadurados en seco tienen menos ABA que
los granos dormidos después de 4 dias de imbibicion. Sin embargo, el contenido de
ABA en semillas secas del genotipo con menos dormicién es mayor que en semillas del
genotipo con elevada dormicion (Barrero et al., 2012). Estos resultados sugieren que los
niveles de ABA por si solos no pueden predecir la dormicién en distintos genotipos de
Brachypodium, y que la sensibilidad al ABA y otras hormonas como las GAs podrian
estar teniendo un rol importante. No se han informado hasta el momento estudios sobre
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los niveles de transcriptos de genes de metabolismo de GAs o sensibilidad al ABA para
Brachypodium, por lo tanto no se puede descartar que estos componentes tengan un rol
en la expresion de la dormicidn de esta especie. Por otro lado, se ha propuesto que en
arroz el contenido de ABA durante la imbibicion y el desarrollo de la semilla no esta
directamente ligado al nivel de dormicion. En cambio, la sensibilidad al ABA parece ser
un componente importante del grado de dormicion (Gianinetti y Vernieri, 2007). De
manera conjunta, estos resultados sugieren que la expresion de la dormicion en
Brachypodium y arroz podria funcionar de manera similar a sorgo, en donde la
sefializacion del ABA, y no el contenido de ABA, parecen explicar los patrones de
salida de la dormicion de los distintos genotipos. En ese sentido, el cross-talk propuesto
para sorgo podria tener lugar en semillas dormidas de arroz y Brachypodium.

A pesar de que se necesitan ensayos adicionales para confirmar la ocurrencia in
vivo de estas interacciones en el embrion de la semilla, la unidn especifica in vitro es la
primer prueba que se requiere para determinar si es posible 0 no una interaccion. Los
esfuerzos futuros estan orientados a estudiar la relevancia de estas interacciones in vivo
en granos de sorgo inmaduros dormidos e identificar otros factores de transcripcion que
puedan interactuar con el promotor de SbGA20x3 en ensayos de simple hibrido. Como
se menciond anteriormente, la primera interaccion entre la sefializacion del ABA vy el
metabolismo de las GAs ha sido recientemente informado por Lee et al. (2012) en la
especie modelo Arabidopsis thaliana, pero no se han descripto interacciones similares
para ninguna especie de relevancia agronémica.

A modo de concluir, a pesar de que las enzimas del metabolismo de giberelinas
estdn altamente conservadas en su estructura y probablemente en su funcion, la
regulacion de estos genes presenta gran variabilidad entre especies diferentes. La
identificacion de puntos de regulacion en especies con relevancia agronémica resulta
crucial para planificar estrategias de mejoramiento. En ese contexto, las lineas de sorgo
1S9530 y RedlandB2 constituyen un sistema experimental basado en la variabilidad
intraespecifica para el nivel de dormicién y la respuesta al brotado pre-cosecha. El
presente capitulo ofrece nuevos elementos en la regulacion de un gen de catabolismo de
GAs en sorgo (SbGA20x3) que en trabajos previos habia emergido como un candidato
fuerte a regular los niveles de la giberelina activa GA, y la respuesta a la germinacion.
Es probable que el patron contrastante de expresion del gen GA20x3 en ambas lineas
dependa de la actividad diferencial de elementos de la via de sefializacion del ABA
como ABI4 y ABI5, méas que de la existencia de variabilidad en la secuencia del
promotor de GA20x3. En este sentido, la activacion del catabolismo de GAs por factores
de sefializacion de la via del ABA podria ser interpretada como una instancia adicional
que contribuye a la inhibicion de la germinacién forzando el balance ABA/GA hacia la
accion del ABA. Resultaria interesante investigar si este mecanismo esta presente en
otras monocotiledoneas en las cuales la sensibilidad al ABA, mas que el metabolismo
del ABA, esté controlando el nivel de dormicién. Por ejemplo, la obtencion de mutantes
de TILLING en sorgo, Brachypodium o arroz, que estén afectados en genes de GA20x
que contengan un ABRC en sus promotores, resultaria muy Gtil para comprender la
contribucion de este gen (y su regulacion por ABA) a la expresion de la dormicion en
especies de cereales.
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CAPITULO 4

Discusién General

Resumen

En este capitulo se discuten los resultados obtenidos en los capitulo 2 y 3 de esta tesis,
de manera particular y de forma conjunta e integrada. Se incluye la contrastacion de las
hipotesis planteadas originalmente y el cumplimiento de los objetivos propuestos.
Asimismo, se exponen las implicancias de los resultados obtenidos en el desarrollo de
futuras investigaciones vinculadas a la dormicién en sorgo granifero y se proponen
posibles aplicaciones de los hallazgos, como vias para la manipulacion de este caracter.
Por Gltimo se propone un modelo integrado de los resultados obtenidos, identificando
los elementos que se conocian antes de comenzar esta tesis, las cuestiones que fueron
abordadas en este trabajo y aquellos interrogantes que aun restan por ser respondidos.
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4.1. Contexto de la problematica abordada

La dormicion de semillas posee un significado adaptativo bastante claro para
especies silvestres, pero para especies domesticadas como los cereales, ajustar la salida
de la dormicion de las semillas a un determinado lapso de tiempo, se presenta muchas
veces como una complicacion. Si la dormicion de un lote de semillas es muy persistente
puede hacer fracasar su uso como simiente para un nuevo cultivo o su uso industrial en
caso de que se requiera la germinacion de los granos (como en el proceso de malteado
durante la elaboracion de cerveza). Por otro lado, una salida anticipada de la dormicién
expone a los granos a sufrir brotado pre-cosecha (Benech Arnold, 2006). En el caso del
sorgo granifero (Sorghum bicolor (L.) Moench), el BPC es uno de los principales
inconvenientes para su produccion en la region central de Argentina, ya que la
maduracion del grano transcurre durante fines del verano o inicios del otofio cuando
prevalecen condiciones lluviosas o de alta humedad ambiental. La complejidad que
presenta el fendmeno de dormicion, teniendo en cuenta la diversidad de mecanismos en
diferentes especies, la cantidad de genes involucrados y el importante efecto que tiene el
ambiente en su expresion, hacen que sea un caracter de dificil manipulacién. Todo esto
genera la necesidad de desarrollar estudios particulares para cada especie para
comprender los mecanismos que operan durante la expresion de la dormicion y poder
identificar elementos que tengan un rol regulatorio en ese proceso.

La dormicién en sorgo granifero ha sido detalladamente descripta desde un
enfoque fisioldgico (Steinbach et al., 1995; Steinbach et al., 1997; Benech-Arnold et al.,
2003; Gualano et al., 2007; Rodriguez et al., 2009). Estos estudios a nivel fisiologico
permitieron identificar los componentes del balance hormonal ABA-GAs involucrados
en la expresion de la dormicion (i.e. la sefializacion del ABA y el metabolismo de las
GAs) y fueron la base de otros estudios a nivel molecular y que consistieron en el
analisis de “genes candidatos” a nivel transcripcional y también de proteina en el caso
de SbABI5 (Rodriguez, 2008; Rodriguez et al., 2009; Rodriguez et al., 2012). Los
resultados de estos trabajos previos muestran un conjunto de genes cuya expresion es
diferente entre ambas lineas de sorgo y que estarian siendo en parte responsables de las
respuestas observadas. Sin embargo la evidencia indica que la regulacién diferencial de
estos genes ocurre en respuesta a un factor regulatorio de mayor jerarquia no
identificado aun. A partir de los aportes generados en este campo, emergio la necesidad
de, por un lado, proponer andlisis alternativos que exploren la base genética de la
dormicion y su vinculacion con los genes candidatos descriptos 0 nuevos genes
responsables del caracter y, por otra parte, buscar evidencia experimental que avale el
mecanismo de accion propuesto para algunos de los genes candidatos ya identificados
en la expresion de la dormicién. En la presente tesis se concretd entonces un analisis de
la estructura genetica del caracter dormicion, que resulto en la identificacion de 3 QTL
asociados con el nivel de dormicion de granos maduros (capitulo 2) y, por otra parte, se
puso a prueba la interaccion puntual entre dos factores de transcripcion de la via del
ABA (SbABI4 y SbABI5) y el promotor de un gen de catabolismo de GAs (SbGA20x3),
cuya expresion se correlaciond con los niveles de dormicion en estudios previos con
genes candidatos. Con respecto a esta interaccion entre los factores ShABI4, SbABI5 y
SbGA20x3, se evalué ademas la posibilidad de un mecanismo similar en otras especies
(capitulo 3).
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4.2. Dos aproximaciones con un mismo objetivo

La incorporacion de niveles ajustados de dormicion en planes de mejoramiento de
cereales que sufren brotado pre-cosecha en condiciones de produccion, ha sido
histéricamente una tarea complicada para los mejoradores, debido al origen cuantitativo
de la variacion fenotipica que se observa para el caracter, que implica efectos conjuntos
del genotipo, el ambiente y la interaccion genotipo x ambiente. Las condiciones
ambientales que experimentara el cultivo durante el periodo de llenado de granos, se
pueden manipular hasta cierta medida, modificando por ejemplo la fecha de siembra.
Sin embargo, gran parte de la variabilidad ambiental a la que estaran sometidos esos
granos durante su llenado y las condiciones que percibirdn luego de la madurez
fisioldgica, son muchas veces dificiles de predecir y/o manejar. En cambio si es posible
caracterizar el componente de la variabilidad fenotipica que es atribuible al genotipo,
como herramienta para la manipulacion de la dinamica de salida de la dormicion de esos
granos. Para describir esa componente genotipica, se pueden considerar dos enfoques
paralelos y complementarios: uno basado en la identificacion de genes ¢ loci
responsables de la variabilidad intra-especifica observada (por ej., entre las lineas con
respuesta contrastante al BPC) y un segundo enfoque centrado en la descripcion
detallada de la red de genes (y sus productos) que controlan la respuesta de
germinacion en granos embebidos. EI primer enfoque esta asociado a la identificacién
de QTL que expliquen la variabilidad entre individuos de una poblacion segregante
derivada de parentales contrastantes para el caracter dormicidn; el segundo enfoque se
nutre de estudios fisiol6gicos combinados con andlisis a nivel molecular, utilizando
mutantes, genes candidatos, etc. En alguno de estos dos enfoques se han basado
numerosos trabajos de investigacion abocados al estudio de los mecanismos que operan
durante la germinacion y la dormicion de semillas en especies modelo como
Arabidopsis, cebada o tomate. La disponibilidad de mutantes en Arabidopsis afectados
en el desarrollo, germinacion o dormicion de sus semillas, facilité el trabajo y sirvid
para proponer genes candidatos (Koornneef y Van der Veen, 1980; Hilhorst y Karssen,
1992; Bentsink y Koornneef, 2002). Los resultados obtenidos en estos trabajos con
mutantes, junto con una caracterizacion fisiologica detallada de la dormicién en
especies de interés, dio el puntapié para comenzar a estudiar las bases moleculares de la
dormicion en otras especies de relevancia agronémica como los cereales (Bentsink et
al., 2007). Sin embargo, sélo una proporcion de loci especificos pudo y puede ser
detectada a través de mutantes, debido entre otros motivos a que las mutaciones en
genes con efectos pleiotrépicos muy grandes, no permiten la supervivencia de las
plantas 0 a que la presencia de redundancia provoca que ciertos fenotipos sean
reconocibles solo en algunos fondos génicos (genotipos) o en mutantes multiples. Por
eso, la identificacion de QTL aparece como una estrategia que permite seguir
avanzando en paralelo con esta busqueda de genes o regiones gendmicas responsables
de la variabilidad observada en dormicion. De esta forma, tanto el analisis de QTL
Ilevado a cabo en esta tesis (capitulo 2) como la puesta a prueba de interacciones entre
genes o proteinas hasta ahora candidatos para dormicion en sorgo (capitulo 3), tienen
como objetivo comudn confirmar el rol preponderante de ciertas regiones gendémicas en
la determinacion del patron de dormicién de genotipos de sorgo.

En esta linea de razonamiento cabria esperar que alguno de los genes candidatos
propuestos para cumplir un rol en la expresion de la dormiciéon en granos de sorgo
inmaduros (como SbABI5, SbABI4 0 SbGA20x3) esté a su vez incluido dentro de algln
QTL para el caracter. Si bien en el transcurso de esta tesis no se lograron identificar
QTL para dormicion en granos inmaduros (aunque para granos inmaduros si se han
propuesto genes candidatos), de haber podido localizar QTL, no necesariamente
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incluirian a esos mismos genes. De la misma manera, los QTL identificados para granos
maduros posiblemente incluyan genes con un rol en la expresion de la dormicion que
sean diferentes a los que se encuentren o hayan encontrado a través de aproximaciones
moleculares. Ello se debe principalmente a que los distintos enfoques metodoldgicos
podrian estar abordando diferentes escalones de los mecanismos de control de la
dormicion y sus resultados podrian superponerse o no, dependiendo de los casos
puntuales. En esa direccion, no hay que perder de vista el hecho de que la presencia de
genes con expresion diferencial entre ambas lineas de sorgo no garantiza en si mismo un
rol en el fenotipo observado, y mucho menos una participacion en el origen genético de
las diferentes respuestas. La presencia de regulacion diferencial de varios de los genes
candidatos analizados en trabajos previos no implica la existencia de variantes alélicas
para estos genes (capaces de constituir un QTL), y podria ser consecuencia de otro
factor “aguas arriba” en la cascada de eventos que conduce a una regulacion diferencial
de estos genes y a través de ellos, modula la respuesta de germinacién. El analisis de
QTL ofrece en ese caso una posibilidad de identificar algunos de esos otros factores que
actuan “aguas arriba”. Al mismo tiempo, de la misma manera que las aproximaciones
moleculares tienen sus limitaciones, el mapeo de QTL también tiene las suyas. Una de
ellas surge del nivel de significancia que se utilice en el analisis. En ese sentido, en esta
tesis se eligio trabajar con un nivel de significancia estricto, con lo cual, si bien se
garantizo la confiabilidad de los QTL encontrados, se puede haber conspirado contra la
deteccidn de QTL de efecto menor que pudieron estar presentes (Bernardo, 2008). A
modo de ejemplo, para el caso del gen SbABI5, si bien no se identifico un QTL que
colocalice con su posicion en el mapa fisico de sorgo, el valor de LR obtenido en su
marcador sugiere que aumentando el nimero de repeticiones (para disminuir el error
experimental) en futuros analisis de mapeo, tal vez aumenten las posibilidades de
identificar un QTL significativo en esa posicion. En ese caso puntual, se estaria
corroborando la relevancia del gen candidato (ABI5) en dos momentos del desarrollo
diferentes, a través de dos aproximaciones que ofrecen informacion completamente
complementaria: las dos estrategias refuerzan el caracter de “gen responsable”, pero a la
vez una de ellas propone un mecanismo de accién para la proteina codificada por ese
gen (por ej., regular la transcripcion de un gen de catabolismo de GA) y la otra ofrece
informacion adicional como es la magnitud del efecto del gen en el total de la variacion
fenotipica o la estabilidad de ese efecto en distintos ambientes. ElI hecho de no haber
podido detectar QTL en granos inmaduros, implica que probablemente haya un elevado
nimero de genes con un pequefio efecto individual actuando sobre el fenotipo de
dormicidn en ese momento, que no pudieron ser detectados en la poblacion utilizada.
Una estrategia vélida para lograr localizar esos QTL de efecto menor puede ser
construir una poblacién segregante de mayor nimero de individuos, elevar la cantidad
de marcadores evaluados y utilizar metodologias estadisticas alternativas ajustadas a
distribuciones alejadas de la normal como la propuesta por von Rohr y Hoeschele
(2002). Sin embargo, en situaciones como esas, se podria aprovechar la variabilidad
intraespecifica como la que existe entre las lineas 1S9530 y RedlandB2, utilizando
aproximaciones moleculares (como la expuesta en el tercer capitulo de esta tesis), que
pongan a prueba el rol de genes candidatos identificados para dormicion en granos
inmaduros; pero nuevamente, sin perder de vista que con este tipo de aproximacion
molecular, no se asegura que esto genes tengan una participacion en el origen genético
de la variabilidad fenotipica observada en una poblacion segregante.

Por ultimo, y no menos importante, las dos estrategias utilizadas en esta tesis,
generan herramientas que pueden ser utilizadas de distinta manera en la manipulacién
del nivel de dormicién de genotipos de sorgo. Como se comenta en mayor detalle méas
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adelante, en la seccion “Aplicaciones futuras”, el capitulo 2 de esta tesis brinda
informacion valiosa que una vez corroborada, puede ser incorporada a planes de
mejoramiento, por ejemplo a través de seleccion recurrente asistida por marcadores
(MARS), ofreciendo una alternativa a la transgénesis, en cuyo caso, el capitulo 3 ofrece
un buen candidato (SbGA20x3) a ser manipulado genéticamente, por ej., aumentando su
expresion en granos inmaduros.

4.3. Bases genéticas de la dormicion en sorgo

Los resultados expuestos en el segundo capitulo de esta tesis, en primer lugar
corroboraron la naturaleza cuantitativa del caracter bajo estudio, pudiéndose observar y
cuantificar el espectro continuo de fenotipos de dormicion que se hacen evidentes en
una poblacién segregante, comprendido entre individuos cuyos granos estaban
profundamente dormidos e individuos con semillas practicamente carentes de dormicion
al momento de muestreo. Asimismo, la elevada heredabilidad en sentido amplio que
mostré el caracter para granos maduros en la localidad de Manfredi, da cuenta de la
importancia que adquiere la caracterizacion de las bases genéticas que regulan la
dormicion. EI hecho de no haber detectado QTL que explicaran parte de la variabilidad
observada en dormicidn para granos inmaduros (34 DPA) imposibilito poner a prueba la
primer hipotesis de esta tesis, que establecia que “Los QTL detectados serdan diferentes
dependiendo del tiempo de desarrollo de las semillas; es decir las regiones del genoma
que estén vinculadas a la expresion de la dormicién no seran las mismas en granos
inmaduros (muestreados antes de madurez fisiolégica) que en granos maduros
(muestreados después de madurez fisiolégica)”. Posiblemente una combinacion de
estrategias, (una poblacion de mayor tamafio, un mayor nimero de marcadores y otro
tipo de analisis estadistico) posibilite en un futuro la obtenciéon de resultados para
granos inmaduros y su comparacion con granos maduros. El analisis genético de la
variabilidad observada en dormicion para granos maduros aportd la identificacion de
tres QTL (qDOR-5, gDOR-9 y qDOR-10). Todos ellos mostraron un efecto claramente
aditivo, en concordancia con otros trabajos de identificacion de QTL para dormicién
(Hori et al., 2007; Imtiaz et al., 2008; Bentsink et al., 2010). Los loci gDOR-5 y gDOR-
9 pueden ser considerados como QTL de efecto mediano, mientras que para gDOR-10
no se puede hacer ninguna sugerencia con respecto a su efecto debido a que la
metodologia que lo puso en evidencia no permite estimar la proporcion de variabilidad
explicada por el mismo. Ademas se podria sugerir que gqDOR-5 se mostré como un QTL
ambiente-especifico, mientras que gDOR-9 y qDOR-10 parecieran tener una estabilidad
mayor, al haberse detectado en dos ambientes diferentes (noreste de la provincia de
Cordoba y el noreste de la provincia de Buenos Aires). Por otra parte, ninguno de los
QTL detectados incluyo en su intervalo de confianza alguno de los genes candidatos a
tener un rol importante en la dormicion de semillas inmaduras de sorgo (del
metabolismo de GAs o de sefializacion de ABA), indicando que existen genes que hasta
ahora no se han considerado en el sistema, y que tendrian un papel relevante en las
diferencias de expresién de dormicion de granos maduros que muestran las lineas
I1S9530 y RedlandB2. Por ultimo, el andlisis de QTL realizado en esta tesis, ofrece
informacién acerca de una porcion de la arquitectura genética de la expresion de la
dormicion en sorgo, ya que sélo fueron informativos o “mapeables” aquellos alelos que
segregaron, es decir aquellos alelos que difirieron entre las lineas parentales 1S9530 y
RedlandB2. En ese sentido, resultaria altamente ventajoso contar con resultados de otras
poblaciones de mapeo generadas con otras lineas parentales de sorgo, que permitan
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obtener informacion por fuera del rango delimitado por las lineas 1S9530 y RedlandB2
y poder ampliar el alcance de los resultados a nivel de la especie.

4.4. Interaccion entre la sefializacion del ABA y el metabolismo de las GAs

Los resultados obtenidos en el capitulo 3 mostraron que los factores de
transcripcion SbABI4 y SbABI5 (componentes de la sefializacion del ABA en semillas)
tienen la capacidad de interactuar fisicamente in vitro de manera especifica con el
promotor del gen SbGA20x3, involucrado en el degradacién de GAs activas. Estos
resultados permiten concluir que durante la expresion de la dormicion de granos de
sorgo, la sefializacion del ABA y el metabolismo de las GAs podrian tener puntos de
contacto. Ello implica que los niveles de GAs activas durante la incubacién de granos se
sorgo podrian estar regulados por elementos pertenecientes a la via de sefializacion del
ABA. EIl hecho de haber hallado que estos dos elementos (SbBI4 y SbABI5) puedan
unirse al promotor de ShGA20x3, pero que no puedan hacerlo de manera simultanea,
sugiere que podria existir un mecanismo de regulacion fina, que permita modular la
expresion del gen bajo distintas situaciones. Es decir, si los momentos de maxima
produccidn de estos dos factores de transcripcion en las células del embrion, durante la
imbibicion, no siguieran un patron exactamente igual, ello otorgaria una cierta
plasticidad para regular la transcripcion del gen SbGA20x3 y la consecuente
degradacion de GAs activas, sin requerir la presencia de ambos factores de transcripcion
en forma simultanea para que esa regulacion ocurra y asi evitar la germinacién de los
granos dormidos. Esta idea se sustenta ademas en el hecho de que los posibles sitios de
unién de SbABI4 y SbABI5 al promotor de ShGA20x3, serian los mismos elementos,
ABRE y CE, que conforman un ABRC, previamente identificado en numerosos
promotores de genes regulados por ABA (Guiltinan et al., 1990; Hattori et al., 1995;
Shen et al., 1996; Busk et al., 1997). En ese sentido, los niveles de proteina SbABI5
durante la incubacion de granos de sorgo han sido evaluados por Rodriguez et al.
(2009), pero aun resta medir la acumulacion de proteina SbABI4 en esas mismas
condiciones. A pesar de que es necesaria una corroboracién in vivo de las interacciones
detectadas, los resultados in vitro obtenidos en el tercer capitulo permitieron generar el
modelo conceptual que se expone a continuacion. Durante la incubacion de semillas
dormidas inmaduras, en las cuales la sefializacion del ABA estd muy activa, SbABI4 o
SbABI5 tendrian la capacidad de interactuar con el promotor de SbGA20x3, induciendo
su transcripcion y provocando la acumulacion de proteina SbGA20x3. Esta proteina
degradaria GAs activas ejerciendo un bloqueo a la germinacion de granos inmaduros
dormidos. En sentido contrario, durante la imbibicion de granos inmaduros no
dormidos, los componentes de la sefializacion del ABA son escasamente acumulados y
por ende, el promotor de SbGA20x3 no podria ser inducido por SbABI5 o SbABI4,
dando como resultado una acumulacion de GAs activas producto de una menor
inactivacion, y la consecuente germinacién. Sobre la base de los resultados obtenidos,
es posible aceptar la segunda hipdtesis planteada en esta tesis: “Los factores de
transcripcion ABI4 (tipo AP2) y ABI5 (tipo bzip) interaccionan in vitro con una porcién
de la region 5’ regulatoria del gen que codifica para la GA 2-OXIDASA3 (SbGA 2-
OXIDASA3), responsable de la inactivacion de GAs activas en semillas de sorgo con
dormicion . La interaccion entre ABI5 y ABI4 con el gen SbGA20x3 podria ser una de
las explicaciones del elevado grado de dormicion de la linea de sorgo 159530,
comparada con la linea RedlandB2: ABI5 y/o ABI4 regularian positivamente la
expresion del gen SbGA20x3 y la GA 2-OXIDASAS resultante seria responsable de
degradar GAs activas en granos de sorgo con dormicion.
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Por otra parte, en este mismo capitulo, se mostraron resultados obtenidos a través
de un andlisis filogenético de genes de GA2oxidasas de distintas especies, a partir del
cual se pudo observar que el ABRC (ABRE + CE) inicialmente identificado en la region
promotora del gen SbGA20x3, aparece como un moédulo altamente conservado en
algunas especies monocotiledéneas (Sorghum bicolor, Brachypodium distachyon y
Oryza sativa), pero ausente en dicotiledoneas. Las GA20xs que presentaron el ABRC en
sus promotores, fueron proteinas que comparten una similitud en su secuencia de
aminoacidos, tal como lo demuestra el agrupamiento obtenido a través del analisis
filogenético realizado. Estos resultados permiten sugerir que el mecanismo de cross-talk
propuesto entre la sefializacion del ABA y el metabolismo de las GAs en sorgo podria
operar en otras especies, en las cuales al igual que en sorgo granifero, la sensibilidad al
ABA, més que el contenido de ABA, estaria regulando el patron de salida de dormicion
de las semillas.

4.5. Implicancias para futuras investigaciones

A partir de los resultados obtenidos en esta tesis surgen nuevos interrogantes que
motorizan investigaciones futuras, tendientes a mejorar la comprension de los
mecanismos que operan durante la expresion de la dormicion en semillas de sorgo
granifero. Algunos de los interrogantes se plantean a continuacion, acompafiados de los
posibles enfoques con los que se podrian intentar responder.

4.5.1. Corroboracién de los QTL identificados y mapeo fino de los mismos

La identificacion de QTL en esta tesis significo el primer paso en el estudio de la
estructura genética de la dormicion en cariopses de sorgo granifero. A continuacién
surge la necesidad de corroborar estos QTL identificados en distintos ambientes, es
decir, poner a prueba la aparicién de estos QTL de manera consistente. Ello permitira
discernir entre QTL que aparecen de manera repetida, bajo distintas condiciones
ambientales, de aquellos que se hacen presentes Unicamente bajo ciertas situaciones.
Para abordar este objetivo en el futuro se generaron lineas endocriadas recombinantes
(RILs) a partir de los individuos que formaron parte de la poblacién de mapeo Fy3
utilizada en esta tesis. El caracter permanente de esta nueva poblacion, permitira realizar
andlisis de mapeo en distintos ambientes 0 bajo diversas condiciones, posibilitando
ademas un aumento en el namero de repeticiones, condicion que su vez mejoraria el
posicionamiento de los QTL, al disminuir la fuente de variacion proveniente del error.
Asimismo, se podria utilizar esta poblacion de RILs para realizar un mapeo de QTL en
granos inmaduros, utilizando alguna estrategia estadistica alternativa a la utilizada en
esta tesis. Una vez que se confirmen algunos o todos estos QTL, el paso siguiente sera
conocer la identidad de los polimorfismos responsables de esos QTL. Para lograrlo, se
podria llevar a cabo un mapeo fino de esas regiones, a través de la utilizacion de
poblaciones como NILs (near isogenic lines). Este tipo de poblaciones consisten en
lineas con un mismo fondo genético, que difieren Unicamente en la constitucion alélica
del fragmento del cromosoma correspondiente al QTL de interés. Debido a la ausencia
de otros QTL segregando en simultaneo, el QTL de interés se vuelve la principal fuente
de variacion y se pueden obtener las medias fenotipicas de las clases genotipicas para el
QTL. Bajo estas condiciones, el caracter se consideraria “mendeliarizado” (Alonso-
Blanco y Koornneef, 2000) y se podrian estimar las distancias entre el QTL y los
marcadores mas cercanos de manera mas precisa, delimitando una regién pequefia, cuya
secuencia luego podria ser evaluada y comparada entre las lineas parentales, en busca de
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los polimorfismos responsables de esos QTL. La construccion y evaluacion de una
poblacion de NILs en sorgo no es una cuestion menor, y deberia ser programada a largo
plazo, ya que requiere de varias generaciones de cruzamientos, y un tamafio poblacional
que supera ampliamente al evaluado en esta tesis, por lo que la fenotipificacion,
genotipificacion y andlisis de QTL también se vera notablemente magnificado.

4.2.5. Cross-talk entre sefializacion del ABA-catabolismo de GAs

A partir del mecanismo de accién propuesto para SbABI4/ABI5 y el promotor de
SbGA20x3 en la determinacion de distintos niveles de expresion de la dormicién, los
esfuerzos futuros deberian focalizarse en la posibilidad de que estas interacciones
ocurran in vivo, (i.e. en embriones de cariopses de sorgo). Para poner a prueba esta
posibilidad una estrategia posible seria realizar ensayos de inmunoprecipitacion de
cromatina (ChlIP) seguidos de PCR en tiempo real, en embriones inmaduros incubados
provenientes de granos de la linea 1S9530. Por otra parte, hasta el momento no se ha
desarrollado un anticuerpo anti-SbABI4 para poder cuantificar los niveles de
acumulacién de esta proteina durante la imbibicién, por lo cual resultaria apropiado
llevar a cabo esa tarea, en paralelo a los ensayos de ChlIP. En caso de llevar a cabo la
técnica de inmunoprecipitacion, se deberian disefiar anticuerpos apropiados, que tengan
la capacidad de reconocer las formas nativas de SbABI4 y SbABI5, para lograr
precipitar complejos ADN-proteina. Al mismo tiempo, se podrian llevar a cabo ensayos
de simple hibrido, para identificar otros factores de transcripcion expresados en
ambriones que interactien con el promotor de SbGA20x3. Los resultados de estos
ensayos pueden sugerir proteinas de union a este promotor hasta ahora desconocidas o
factores de transcripcion candidatos a regularlo junto con ABI4 y ABI5, como podria
ser el caso de VP1/ABI3. Por otra parte, si bien es conocido que PKABA fosforila
elementos de respuesta al ABA como ABI5 modulando su actividad (Johnson et al.,
2002), emerge el interrogante de qué proteinas regulan la transcripcion de los genes
SbABI4 y SbABI5. En ese sentido, Chen et al. (2008) informaron que la expresion de
AtABI5 es regulada positivamente por el factor de transcripcion de tipo bZIP HY5 y
recientemente Liu et al. (2012) mostraron que tres factores de transcripcion de la familia
WRKY tienen la capacidad de unirse a los promotores de AtABI4 y AtABI5 e inhibir su
transcripcion. Realizar analisis in silico de los promotores de SbABI4 y SbABI5 seria
una primera aproximacion para identificar posibles candidatos a estar regulando su
transcripcion, que luego deberian ser puestos a prueba con ensayos de unidn in vitro e in
vivo. Por ultimo, se podria investigar si el mecanismo de interaccion (sefializacion del
ABA - catabolismo de GA) propuesto para sorgo, ocurre en las especies
monocotiledoneas en las que se encontro el ABRC conservado (Brachypodium
distachyon y arroz) y en las cuales al igual que en sorgo, la sefializacién del ABA y no
el contenido de ABA, estaria controlando el nivel de dormicion de las semillas. Estas
especies, brindan la ventaja de tener disponibles poblaciones de mutantes de TILLING
(Targeting induced local lesions in genomes), de las cuales se puede intentar adquirir
mutantes que tengan afectados los genes GA2ox de interés (aquellos que mostraron
tener un ABRC en su promotor) y realizar una caracterizacion fisiologica y molecular
del comportamiento de dormicion de las semillas, comparando los mutantes con el
genotipo salvaje. La identificacion de mutantes apropiados (en la region codificante y/o
en el ABRC del promotor) no s6lo aportaria informacion acerca de la expresion de la
dormicion en estas nuevas especies, sino que ademas aportaria evidencia genética de la
importancia del catabolismo de GAs en la dormicion y también del mecanismo de
cross-talk ABA-GA propuesto para sorgo en esta tesis.
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4.6. Aplicaciones futuras

Los resultados mostrados en esta tesis ahondaron en el conocimiento referido a las
bases moleculares y genéticas que gobiernan la expresién de dormicion en cereales,
especificamente en sorgo granifero. Por un lado, la tesis aportd nuevas regiones del
genoma de sorgo vinculadas a la expresion de la dormicidn, hasta ahora desconocidas.
Si bien es necesario realizar una validacion de los QTL para dormicion que se
encontraron en esta tesis, en caso de corroborarse y lograr acotar su tamafio, se podrian
encontrar nuevos genes candidatos para dormicion, que podrian ser sitios de
manipulacion genética. No se considera que los QTL puedan ser utilizados en planes de
mejoramiento a traves de seleccion asistida por marcadores (MAS) debido a que para
caracteres como la dormicion que estdn gobernados por muchos genes, se ha
demostrado que esta metodologia no suele ser demasiado exitosa. Alternativamente, la
seleccion recurrente asistida por marcadores (MARS) aparece como una estrategia que
ofrece mayores probabilidades de tener resultados exitosos (Bernardo et al., 2008).
Mediante esta estrategia se busca enriquecer un fondo génico de interés agronémico con
una sumatoria de QTL provenientes de una linea resistente al BPC, como 159530, pero a
diferencia de la MAS, cada QTL es ponderado de acuerdo a su efecto sobre el fenotipo,
y se seleccionan recurrentemente (en varias generaciones de cruzamientos) aquellos
individuos con mejor “performace”, sin focalizar el esfuerzo en que todos los alelos de
interés estén presentes en esos individuos. De manera paralela, la identificacion de los
polimorfismos responsables de los QTL ofrecerd en un futuro genes candidatos que
podrian ser manipulados en busca de ajustar el nivel de dormicion de los genotipos a
través de transgénesis. En esa direccion, los resultados de esta tesis refuerzan el rol
preponderante que tiene la SbGA20x3 durante la expresion de la dormicion de cariopses
de sorgo, ofreciendo un blanco posible a manipular genéticamente para generar
resistencia al BPC. En ese sentido es importante tener en cuenta que no es posible
descartar un rol de ShGA20x3 en otros procesos del desarrollo de la planta, por lo cual
posibles mutaciones podrian estar dirigidas a la secuencia correspondiente al ABRC del
promotor, donde no se perderia la funciéon de la proteina, sino que se afectaria su
regulacion a través de la via del ABA. En su conjunto, la informacidn generada en esta
tesis aporto evidencias con significado bioldgico para la expresion de la dormicion, pero
ademas permite direccionar futuras investigaciones, en busca de la adecuar la dinamica
de la salida de la dormicidn en granos de sorgo.

4.7. Modelo integrado de los resultados obtenidos

En la figura 4.1 se muestra una integracion de los componentes abordados en esta
tesis, y su participacion durante la dormicion de cariopses embebidos. En los recuadros
de doble linea se destacan los resultados aportados por la tesis, incorporados al marco
conceptual general de la dormicién en sorgo granifero. Los 6valos negros indican genes
candidatos (o las proteinas codificadas por esos genes) y los signos de interrogacion
indican relaciones que deberian ser confirmadas en trabajos futuros. En ese contexto, la
expresion de la dormicion en sorgo granifero es un caracter tipicamente continuo
(cuantitativo), y como tal, esta bajo la influencia de numerosos genes. En esta tesis se
aportaron 3 QTL (qDOR-5, gDOR-9 gDOR-10) que tendrian una participacion en el
origen genético de la variabilidad que se observa en la expresion de dormicién de granos
maduros. A partir de estas regiones gendmicas se podran identificar en trabajos futuros,
los genes o los polimorfismos responsables. Pero al mismo tiempo, los QTL
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identificados son una herramienta que puede ser incorporada en planes de mejoramiento
a través de metodologias como MARS, y de esa forma poder manipular el nivel de
dormicion de los genotipos a través de una via no transgénica. Asimismo, es posible
enfocarse en genotipos que muestren un comportamiento de dormicién ubicado en los
extremos de esa distribucion continua (como lo son las lineas parentales utilizadas en
esta tesis), analizar las causas fisiologicas de ese diferente patron de dormicién y ahondar
luego en la busqueda de genes candidatos responsables en Gltima instancia de esas
diferencias. En ese sentido, la sefializacion del ABA y el metabolismo de las GAs
parecen ser los procesos que mejor explican esas diferencias genotipicas en sorgo
granifero. En esta tesis se propuso un cross-talk entre esas dos vias, a traves de la
interaccion fisica entre ABI5 y ABI4 con el ABRC del promotor de GA20x3, que
conduciria a la degradacion de GAs activas y el consecuente bloqueo de la germinacién
en granos inmaduros. Asimismo, se sugiere que este mecanismo podria funcionar en
monocotiledéneas como Oryza sativa o Brachypodium distachyon, pero aun resta
encontrar evidencias fisiologicas y moleculares que lo demuestren. Los distintos
enfoques que se utilizaron en el transcurso de esta tesis indican que posiblemente
algunos de los genes que operan durante la dormicién en granos embebidos inmaduros
sea diferente a los que operan en granos maduros, pero otros componentes podrian tener
una funcion relevante en ambas situaciones. En ese sentido, nuevos analisis de QTL en
ambientes adicionales permitiran evaluar por ejemplo si es factible que ABI5 tenga un
rol en el bloqueo de la germinacion en granos maduros.
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Figura 4.1. Modelo donde se muestran los distintos abordajes y los componentes resultantes,
que tendrian un rol en la expresion de la dormicion en cariopses de sorgo. En los recuadros de
doble linea se indican los mecanismos puntuales evaluados en esta tesis. Los recuadros con
fondo gris claro contienen los componentes fisioldgicos que mejor explican las diferencias en
dormicion en sorgo (metabolismo de GAs y sefializacion del ABA) Los dvalos negros
representan genes (o proteinas) candidatos evaluados y cuya expresion se correlacion6 con el
nivel de dormicion en ambas lineas de sorgo. Los signos de interrogacion sefialan vinculos o
mecanismos que fueron sugeridos en esta tesis, pero aun resta ponerlos a prueba. Para ver una
explicacion detallada del modelo, ver la seccidn 4.7 del presente capitulo.
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Tabla suplementaria 2.1. Genes candidatos vinculados al metabolismo de las giberelinas o a la
sefializacion del ABA. Se muestran los codigos de identificacion y ubicacion en el genoma para

cada uno de ellos.

Gen Codigo de identificacion Ubicacién
ABI1 Sobic.009G213000 Chr09: 55864627 - 55867488
ABI2 Sobic.003G198200 Chr03: 52436269 - 52441575
ABI3 Sobic.003G398200 Chr03: 70784295 - 70789518
ABIl4 Sobic.009G103800 Chr09: 41717837 - 41718610
ABI5 Sobic.004G309600 Chr04: 63980825 - 63985039
pKABA Sobic.006G279100 Chr06: 61855891 - 61857741
GA200x2 Sobic.009G142400 Chr09: 50000656 - 50005651
GA200x1 Sobic.001G005300 Chr01: 450531 - 452935
GA200x3 Sobic.003G379500 Chr03: 69354859 - 69357641
GA3ox1 Sobic.003G045900 Chr03: 4213496 - 4215999
GA3ox2 Sobic.009G064700 Chr09: 6922298 - 6923624
ShGID1 Sobic.009G134600 Chr09: 48980261 - 48983253
SbEKO Sobic.010G172700 Chr10: 50476551 - 50482229
ShEKAH Sobic.010G007700 Chr10: 616990 - 621030
GA20x1 Sobic.009G053700 Chr09: 5482618 - 5487585
GA20x2 Sobic.003G154100 Chr03: 16728989 - 16735073
GA20x3 Sobic.003G300800 Chr03: 63204531 - 63207037
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Tabla suplementaria 2.2. Marcadores microsatélites utilizados para la construccion del mapa
de ligamiento. Se muestra el codigo tal como se informd en la tesis, el cédigo publico

correspondiente y los primers utilizados para su amplificacion.

Cadigo Cadigo publico Forward primer Reverse primer
SgMS0001 Xtxpl TTGGCTTTTGTGGAGCTG ACCCAGCAGCACTACACTAC
SgMS0003 Xtxp4 AATACTAGGTGTCAGGGCTGTG ATGTAACCGCAACAACCAAG
SgMS0008 Xtxp10 ATACTATCAAGAGGGGAGC AGTACTAGCCACACGTCAC
SgMS0009 Xtxpll TCGAGAAATTCAACATGCTG GCTAGACCGACGAGATAAG
SgMS0012 Xtxpl4 GTAATAGTCATGACCGAGG TAATAGACGAGTGAAAGCCC
SgMS0016 Xtxp18 ACTGTCTAGAACAAGCTGCG TTGCTCTAGCTAGGCATTTC
SgMS0017 Xtxpl9 CTTTCAATCGGTTCCAGAC CTTCCACCTCCGTACTC
SgMS0018 Xtxp20 TCTCAAGGTTTGATGGTTGG ACCCATTATTGACCGTTGAG
SgMS0027 Xtxp29 TAGGGCAGTGGTTAGTCGTG TACAAGTGGTGGTCCGAGG
SgMS0035 Xtxp38 ACAAACCGCGACGAAGTAAC ACAAGGCAAAGCACAAAGC
SgMS0040 Xtxp45 CTCGGCGGCTCCCTCTC GGTCAAAGCGCTCTCCTCCTC
SgMS0041 Xtxp46 GGGCAATCTTGATGGCGACAT AGGTGTGGCTCGGGGAGAAC
SgMS0042 Xtxp47 CAATGGCTTGCACATGTCCTA GGTGCGAGCTAGTTAAGTGGG
SgMS0044 Xtxp50 TGATGTTGTTACCCTTCTGG AGCCTATGTATGTGTTCGTCC
SgMS0053 Xtxp61 GATGCCCATGCCTTGC CCCACTAAACTAAAGCGGACA
SgMS0054 Xtxp63 CCAACCGCGTCGCTGATG GTGGACTCTGTCGGGGCACTG
SgMS0055 Xtxp65 CACGTCGTCACCAACCAA GTTAAACGAAAGGGAAATGGC
SgMS0059 Xtxp71 CATAACGGCCGGAAGCAGTG TTGTCCCATGACCCTCCACAG
SgMS0060 Xtxp72 TTATGGAAGCAAAATGAC CGAATCCTAATTGAGGTAAGC
SgMS0062 Xtxp77 ACTGGACGTATGGCATTATTG TGCAGGACAGTAGCGTAGG
SgMS0065 Xtxp80 GCTGCACTGTCCTCCCACAA CAGCAGGCGATATGGATGAGC
SgMS0071 Xtxp88 CGTGAATCAGCGAGTGTTGG TGCGTAATGTTCCTGCTC
SgMS0078 Xtxp96 GCTGATGTCATGTTCCCTCAC CATTCGTGGACTCTGTCGG
SgMS0087 Xtxp107 CAAAGTGAGCGTGGTC GGACAGGGATAACATAACATA
SgMS0095 Xtxp123 TCGGCGAGCATCTTACA TACGTAGGCGGTTGGATT
SgMS0098 Xtxp130 TGGGAAGCAGCTCAGG AGGGTGGTGATGTAGGGA
SgMS0102 Xtxp136 GCGAATAGCATCTTACAACA ACTGATCATTGGCAGGAC
SgMS0106 Xtxp145 GTTCCTCCTGCCATTACT CTTCCGCACATCCAC
SgMS0112 Xtxp159 ACCCAAAGCCCAAATCAG GGGGGAGAAACGGTGAG
SgMS0118 Xtxpl77 GCCGGTTGTGACTTG TTAAAGCGATGGGTGTAG
SgMS0125 Xtxp204 TCGTCGCGTCATCGTGT GCATGTGCCACAAGATTCAA
SgMS0129 Xtxp210 CGCTTTTCTGAAAATATTAAGGAC GATGAGCGATGGAGGAGAG
SgMS0130 Xtxp211 TCAACGGCCAATGATTTCTAAC AGGTTGCGAATAAAAGGTAATGTG
SgMS0137 Xtxp218 CCGGAAAACCTGCTACTG ACGCCGGAAGGAGAAG
SgMS0139 Xtxp221 GCAACGGGAACCAAAA TGACGACGGCGAGAG
SgMS0145 Xtxp230 GCTACCGCTGCTGCTCT AGGGGGCATCCAAGAAAT
SgMS0152 Xtxp262 TGCCTGCCCGACCTG TTGCTGTCTCCGCTTTCC
SgMS0157 Xtxp270 AGCAAGAAGAAGGCAAGAAGAAGG GCGAAATTATTTTGAAATGGAGTTGA
SgMS0165 Xtxp285 ATTTGATTCTTCTTGCTTTGCCTTGT TTGTCATTTCCCCCTTCTTTCTTTT
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SgMS0166 Xtxp286 AGCAGCAGCAGCAACAG GCGTGGTCTTTGTGGTTC
SgMS0173 Xtxp295 AAATCATGCATCCATGTTCGTCTTC CTCCCGCTACAAGAGTACATTCATAGCTTA
SgMS0175 Xtxp297 GACCCATATGTGGTTTAGTCGCAAAG GCACAATCTTCGCCTAAATCAACAAT
SgMS0176 Xtxp298 GCATGTGTCAGATGATCTGGTGA GCTGTTAGCTTCTTCTAATCGTCGGT
SgMS0179 Xtxp303 AATGAGGAAAATATGAAACAAGTACCAA | AATAACAAGCGCAACTATATGAACAATAAA
SgMS0182 Xtxp312 CAGGAAAATACGATCCGTGCCAAGT GTGAACTATTCGGAAGAAGTTTGGAGGAAA
SgMS0184 Xtxp316 CCAGCTTCACTTACGAGGAGATG ATGCCCGTTTTCTAATTCTTCTACT
SgMS0187 Xtxp321 TAACCCAAGCCTGAGCATAAGA CCCATTCACACATGAGACGAG
SgMS0189 Xtxp324 GCAAGAGTAACCTGCATTAAATTA ACATAACACAAGCAGGGAGAG
SgMS0191 Xtxp327 ACCACTGCTCACGCTCAC GCGGTGTACAGCTTCGTC
SgMS0191 Xtxp327 ACCACTGCTCACGCTCAC GCGGTGTACAGCTTCGTC
SgMS0192 Xtxp328 ACGACGACGAGGTGG TTCAACAAAGGAAAGGATTC
SgMS0196 Xtxp336 CAGCGAGCACCGACGAC CCACCCAACCTGACCCTTCT
SgMS0197 Xtxp337 GGGGATCAACTTATTG CCAAACTATAGCTGAGAG
SgMS0206 Xtxp353 CTCCAACATGCTCTGCTG GGATCAACTTATTGGGGATG
SgMS0207 Xtxp354 TGGGCAGGGTATCTAACTGA GCCTTTTTCTGAGCCTTGA
SgMS0209 Xtxp357 CGCAGAAATACGATTG GCTATCTGGAGTAACTGTGT
SgMS0211 Xgapl® TCCTGTTTGACAAGCGCTTATA AAACATCATACGAGCTCATCAATG
SgMS0214 Xgap42® TTTTCCTCTTTCAGATAACCGTA CCCACCAAGGGCATC
SgMS0215 Xgap57° ACAGGGCTTTAGGGAAATCG CCATCACCGTCGGCATCT
SgMS0216 Xgap84® CGCTCTCGGGATGAATGA TAACGGACCACTAACAAATGATT
SgMS0217 Xgap236° GCCAAGAGAAACACAAACAA AGCAATGTATTTAGGCAACACA
SgMS0221 Sb4-15 GCTGCTAAGCCGTGCTGA TTATTTGGGTGAAGTAGAGGTGAACA
SgMS0222 Sh4-32 CTCGGCGGTTAGCACAGTCAC GCCCATAGACAGACAGCAAAGCC
SgMS0224 Sh4-121 GAAAAATCTCCGTCAATCCCAAAATAA CGCTGAACAACGAAAGGAATAAGTG
SgMS0225 Sb5-206 ATTCATCATCCTCATCCTCGTAGAA AAAAACCAACCCGACCCACTC
SgMS228 Xcup05 GGAAGGTTTGCAAGAACAGG CCAGCCCAACAAGTGCTATC

SgmS288 Dsenhsbm? AGGTAGCAATTCGTCGTTGC ACGGGTGACCTCAACTGAAC
SgMS291 Dsenhsbm14 GTGGCTTGGAGAAAAGGAAG TGCCACCTCAGTTCATGACTAT
SgMs294 Dsenhsbm19 CATGATGCAGCAACAACAGC GAAACCAGAACCGAACCTGA
SgMs324 Xtxp4l TCTGGCCATGACTTATCAC AAATGGCGTAGACTCCCTTG

ABI5 gen ABIS TCCTGTCGCTAAGCCACTCT CGCGACGTTGTGTATCTCCT

psh105 Xcup06 GGCAGTAGCAGGCGTTTAAG AACTGAATCAGGTCATGGGC

psh1802 Xcupl4 TACATCACAGCAGGGACAGG CTGGAAAGCCGAGCAGTATG
SAMIV33 SAMIV2_59099 | CCAAGATAGCAATCGTTAATG CCCACGTAGTGAGTTTGC
SAMIV48 SAMIV2_08616 | GGTGGATTCAGATTTTCAGA GATGGAAGCGTGATCTTG
SAMIV55 SAMIV2_76442 | ACCCCAAAAATCAAAAGC TCCGGTACCCTCCTCTTC

SAMIV9 SAMIV2_76426 | TGCACATTTTAATTTGTTCG GGAGCTTAATTGCATCTGTT
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Figura suplementaria 2.1. Alineamiento de las primeras 360 pb del gen ABI5, para los
genotipos 1S9530 y RedlandB2. En la posicion +40 (a partir del ATG) se observa un InDel de 6

pb.

1 10 20 30 40 50 B0 70 a0 90
| 1
159530 ATGAATTTCCCGGGAGGARGCGGGAGGCGGCAGCAGCAG-—-—-- GAGCCGGAGCACCTGCCGCCGATGACGCCGLTCCCGCTGGCGLGG

RedlandB2 RATGAATTTCCCGGGAGGARGCGGGAGGCGGCAGCAGCAGCAGCAGGAGCCGGAGCACCTGCCGCCGATGACGCCGCTCCCGLTGLCGLGG
Consensus ATGARTTTCCCGGGAGGARGCGGGAGGCGGCAGCAGCAG. . . . . .GAGCCGGAGCACCTGCCGCCGATGACGCCGCTCCCGCTGGCGLGE
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| 1
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RedlandB2 CAGGGGTCGGTGTACTCGCTCACGTTCGACGAGTTCCAGAGCTCGCTCGGCGGGGCCGCCARGGACTTCGGGTCCATGARCATGGACGAG
Consensus CAGGGGTCGGTGTACTCGCTCACGTTCGACGAGT TCCAGAGCTCGCTCGGCGGGGCCGCCAAGGACT TCGGGTCCATGARCATGGACGAG
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| 1
I59530 CTCCTCCGCAGCATCTGGTCCGCGGAGGAGATACACAACGTCGLGGCCGCCARCGCGTCGGCGGLGGACCACGCCCACGLCGLGLGGREG

RedlandB2 CTCCTCCGCAGCATCTGGTCCGCGGAGGAGATACACARCGTCGLGGCCGCCARCGCGTCGGLGGCGGACCACGCCCACGLCGLGLGGLLG
Consensus CTCCTCCGCAGCATCTGGTCCGCGGAGGAGATACACAARCGTCGCGGCCGCCARCGLGTCGGCGGCGGACCACGCCCACGCCGLGLGGGEG
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1 |
159530 TCGTCCATCCAGCGCCAGGGCTCGCTCACCCTCCCCCGCACGCTCAGCCAGARGACCGTCGACGAGGTCTGGCGGGACCTCGTGTGLGTC

RedlandB2 TCGTCCATCCAGCGCCAGGGCTCGCTCACCCTCCCCCGCACGCTCAGCCAGARGACCGTCGACGAGGTCTGGCGGGACCTCGTGTGLGTC
Consensus TCGTCCATCCAGCGCCAGGGCTCGCTCACCCTCCCCCGCACGCTCAGCCAGARGACCGTCGACGAGGTCTGGCGGGACCTCGTGTGCGTC

Figura suplementaria 2.2. Posicion fisica de los “primers” utilizados para amplificar cada uno
de los SSR incluidos en el mapa genético. Para cada marcador se muestra la posicion fisica a lo
largo del genoma de sorgo de los primer “forward” y “reverse” utilizados para amplificar cada
marcador. Los casos en que se informa la ubicacion de un tinico “primer” se deben a falta de
informacién en la secuencia de referencia del genoma de sorgo (i.e. posiciones con algunas
bases desconocidas). Se indican los cromosomas en forma consecutiva y dentro de cada uno de
ellos los marcadores en su correspondiente orden fisico y genético.

Cromosoma 1

Chr01 66??258 -BETTOEE

66??300 66??400 66??500 66??600 66???00 66??800 66??900

natch:BLAST
SgMS0059Rey BLAST Chrol featurel [e-Yalue = 3.56e-3]
|

SEMS0059Fw BLAST Chrol featurel [e-Value = 1.24e-21
<0

Chrod ;73047593 . ?305593

FI0AE00 ?304900 ?305000 ?305100 ?305200 ?305300 ?305400 ?305500

natchiBLAST
pebd05Fw BLAST Chrdl featurel [e-Yalue = 1.24e-21
=

pshl05Rey BLAST Chril featurel [e-Value = 1.24e-21
=

Chr01 23?02455 L23T03183

23?02500 23?02600 23?02?00 23?02800 23?02900 23?03000 23?03100

natch:BLAST
SgMS209Rey BLAST Chrol featurel [e-Walue = 1.24e-21
<0

SgMS209Fw BLAST ChrOl feate
<3

Chr01 50644943 SS0645671

50645000 50645100 50645200 50645300 50645400 50645500 50645600

natch:BLAST
SgMS71Fw BLAST Chrol featurel [e-Yalue = 1.24e-21

2gMS71Rey BLAST Chril featurel [e-Value = 1.51e-11
=
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Chrol 152962426 . 52963154
TN N TN T TN TN NN TN N N TN TN TN N SN TN (NN TN TN TN TN Y SN TN TN TN NN TN TN NS SN SN TN SN SN N NN TN Y SN TN TN TN N SN T Y SN TN TN SN Y SN TN TN SN (NN TN TN N SN TN TN TN NN TN N SO SO SO 1
52962500 52962600 52962700 52062800 52962900 52965000 52965100

natchiBLAST
SgME0OReyw BLAST Chrol featurel [e-Yalue = 4.33e-21
<

SgMS09Fw BLAST Chrol featurel [e-Value = 1.24e-21
<0

Chrod 156712117 . (55712927
I S A A A

58712200 58712300 58712400 58712500 S5a712600 5a712700 S5a712800 58712900

natchiBLAST
SgM3215Rew BLAST Chrol featurel [e-Value = 1.51e-11
=0

SgMS215Fw BLAST Chrol featurel
<3

Chrod 160281742, 60282552
TN TN TN T [N TN TN TN TN TN TN TN T [N T TN TN TN N Y N Y NN N TN TN TN TN TN TN Y Y N Y Y Y N TN T TN T AN TN TN N Y Y NN TN TN T Y T TN T T T T S TN 1
60261800 60261900 60282000 60262100 60262200 60262300 60262400 60282500

natchiBLAST
§§¥?294Reu BLAST Chrol featurel [e-Yalue = 1.2de-2]

SgMS294Fw BLAST Chrol featurel [e-Value = 1.2de-21
=0

Chrod 162035946 . 62036756

1
62036000 62036100 62036200 62036300 62036400 62036500 62036600 62036700

natchiBLAST
SgM5125Rey BLAST Chril featured [e-Value = 1.24e-21
=

SgM3125Fw BLAST Chrol featurel [e-Value = 5.28e-11
=3

Chrol 166651376, 66652104
TN NN TN T TN N TN T Y SN T (NN TN TN SN TN TN TN TN TN TN NN SN TN TN TN NN SN TN NN SN AN TN TN TN NN SN T N SN 1
BEGELA00 BEGELT00 BEGELE00 BEGELTO0 BEGELEN0 BEGELIN0 BEGEZO00 BEEEZL00

natchiBLAST
SgMS53Fw BLAST Chrol featurel [e-Value = 1.8e0]
=

SgM353Rew BLAST Chrol featurel [e-Value = 3.56e-31
| —

Chril : 72444725 . . 72445538
P AR P S S S S T T S S A A A

72448800 72444900 72445000 72445100 72445200 72445300 72445400 72445500

natchiBLAST
SAMIYSFW BLAST Chrol featurel [e-Value = 1.2de-2]
=

SAMIYORew BLAST Chrol featurel [e-Yalue
==

Chrod 172642081 . 72642501
TN TN TN TN TN TN TN TN T N TN TN TN TN TN SN TN TN T Y NN NN TN TN T TN N [N TN O Y N Y Y O S |
72642100 72642200 72642300 72642400 72642500 72642600 72642700 72642800 72642900

natchiBLAST
Sghs184Fw BLAST Chril featurel [e-Value = 2,92e-41
| —

SghsigdRey BLAST Chrol f
—

Chrol 173396589, . 73097399
TN TN T T TN T TN T [N TN TN TN TN TN TN TN SN T N N N N N TN TN TN N T [N TN T N Y Y Y Y S NN T T TN TN T T S TN 1
73336600 73396700 73396800 73396900 73397000 73397100 73397200 73397300 73387400

natchiBLAST
SgM541Rew BLAST Chrol feasturel [e-Value = 1.2d4e-21
<0

SgM3d1Fw BLAST Chrol featurel [e-Value = 3.56e-31
<0

Cromosoma 2
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Chroz 1022201 . . 1023011
P T T T SN T T T T T T S T TS T T TS T ST TS T T S T S S A

1022300 1022400 1022500 1022600 1022700 1022800 1022900 1023000

natch:iBLAST
SgMS78Fw BLAST Chr02 festurel [e-Yalue = 3.56e-31
=

SgMS78Rey BLAST Chro2 featurel [e-Value = 4.33e-2]
==

Chroz 11022195 . . 1023005

1023200 1022300 1022400 1022500 1022600 1022700 1022600 10225900 1023000

natch:BLAST
SgM354Fw BLAST Chro2 featurel [e-Value = 1.51e-11
=

SgMS54Rey BLAST Chro2 featurel [e-Value = 3.56e-31
[

ChrizZ 13549229, . 3850039
P T T T T T T T T T ST T S T T T T TS TS S N T T S T S T

3849300 3849400 3649500 3849600 3849700 3849500 3849900 3850000

natch:BLAST
E%ngSFw BLAST Chroz featurel [e-Yalue =5 1.2de-2]

SgM365Rey BLAST Chro2 featurel [e-Value = 3.596e-31
[—

Chriz 1229393, 4230203

4229400 4229500 4229600 4229700 4229800 4229900 4230000 4230100 4238200

natch:BLAST
SgM3175Fw BLAST Chro2 featurel [e-Value = 2.92e-4]
[

SgME175Rey BLAST Chrd2 featurel [e-Yalue =
| —

Chroz 14991053 . 4991953
et

4551100 4551200 4551300 4551400 4551500 4551600 4551700 4551500 4551500
natch:BLAST
SEM5130Rey BLAST ChroZ featurel [e-Value = 1.02e-31
<=
SgMS130Fw BLAST Chro2 featurel [e-Value = 1.0
<=

Chr{z ;5076250 ., .S077050
P R T T T T T T ST T T S OO TS S TS TS S TS TS Y S T S T T S

5076300 5076400 5076500 5076600 5076700 5076800 5076900 5077000

natch:BLAST
Sgnsddrey BLAST ChroZ featurel [e-Yalue = 3.96e-31
<0

SgMSddFw BLAST Chri2 feature
=0

Chro2 113160655 . 13161465
TN TR T N N N N N N TN TN T [N N TN Y MY N NN NN YT N TN TN Y N T Y YN TN TN T TN TN Y TN T AN Y TN TN TN TN TN TN TN TN [N TN N TN TN TN TN TN TN T NN TN TN TN TN WO TN TN T T [N TN T T N 1
13160700 13160800 13160900 13161000 13161100 13161200 13161300 13161400

natch:iBLAST
SgMS03Fw BLAST ChroZ featurel [e-Value = 1.02e-31
| —

SgM303Rew BLAST Chro2 featurel [e-Value = 1.2de-
|

Chro2:27824048 . . 27524555
TN TN TN T NN N Y TN T TN TN N TN T TN Y N Y N N Y TN Y TN TN TN N N NN TN T T TN T N T T T Y T TN TN TN TN TN TN TN TN [N N N TN TN T TN TN T T (NN TN T TN OO T TN TN TN T [N TN T T N 1
276264100 27624200 27624300 27624400 27624500 27824600 27824700 27524800

natchiBLAST
SgMSE0FW BLAST Chro2 featurel [e-Value = 1.51e-11
==

SgMSE0Rey BLAST ChroZ featurel [e-Value = 3.56e-31
[—

Chro2 155429010, 55429520
TN T TN T N N N N N N N N 1
5R425100 R425200 5R425300 5R425400 5475500 SR475600 5R475700 5R475860

natch:BLAST
SgM317Fw BLAST Chroz featurel [e-Value = 4.33e-2]
=

SgM31FRew BLAST Chro2 feature2
=
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Chro2:57090671 . 57051451
TN TN N TN T TN TN TN TN TN W [N TN TN TN TN TN SN TN Y N YN N TN TN TN TN TN TN TN Y YN Y Y Y Y N TN N TN TN TN TN T Y Y N (NN T T T TN TN TN MY T T N TN TN TN TN TN TN T SN T AN TN SN TN Y T TN 1
57050700 57050800 57050900 57051000 57051100 57051200 57051300 57051400

natchiBLAST
SgMS17EFw BLAST Chro2 featurel [e-Malue = 2.92e-4]
 ——

SgM5176Rey BLAST Chro2 featurel [e-Yalue = &.9e-61
| m—

Chroz 161303205 . 161304015
P O S S S A |

61308300 1305400 61308500 61303600 1303700 61303800 61303900 61304000

natchiBLAST
SgM301Rew BLAST ChroZ featurel [e-Value = 1.2de-Z1
=0

SgM301Fw BLAST ChroZ feature? [e-Value = 1.51e-11
|

Chroz 163135165, 63135975
P S S S S S S O S S A

63135200 63135300 63135400 63135500 63135600 63135700 63135800 63135900

natchiBLAST
SgM5216Rew BLAST Chro2 featurel [e-Value = 4.33e-21
<0

SgM5216Fw BLAST Chro2 featurel [e-Value = 1.51e
=<

Chri2 63321213, (63322023
P T T A S S S S A

63321300 63321400 63321500 63321600 63321700 63321800 63321900 63322000

natchiBLAST
SgM3166Rey BLAST Chro2 featurel [e-Value = 1.51e-11
=3

SgM3166Fw BLAST Chro2 feature32 [e-Value = E
=

Cromosoma 3

Chr03:52305145. 523085955
P S S T T T T T T T TS T T TS T TS T SO T TS TS O S T T S
T

52308200 52308300 52308400 52308500 52308600 52308700 52308800 52308900

natchiBLAST
SgM5217Rew BLAST Chro3 featurel [e-Value = 1.02e-31
=0

SgM5217Fw BLAST Chro3 featurel [e-Malue = 1.24e-
=<

Chro3: 55404116 . (55404526
S T T S A S S S A S

5R404200 5R40H300 5R404400 5R404500 SR40E00 5R404700 5R404E00 5R404906

natchiBLAST
SgMS196Fw BLAST Chro3 featurel [e-Value = 5.28e-11
=

SgM5196Rew BLAST Chro3 featurel [e-Value = 1.24e-21
[

Chri3 160226845 . 60227605

GOZZRI00 GOZZFO00 G0Z27100 GOZZFZO0 GOZZFI00 G0Z27400 GOZZFH00 0227600

natchiBLAST
SgM3137RFw BLAST Chro3 featurel [e-Yalue = 1.51e-11
==

SgM3137Rey BLAST Chro3 featurel [e-Value =|1.5e0]
|

Chiro 167805075, 67505565
TN [N TN TN TN TN TN T TN T [N TN TN TN SN TN TN TN TN N SN N N TN TN TN TN TN TN Y Y MY NN Y Y Y Y N TN AN N TN MY TN TN Y N Y (N TN T TN TN TN TN TN MY T AN TN TN TN TN TN TN TN TN SN AT SO SN T T TN 1
£7505100 67306200 67305300 67305400 67805500 67505600 67805700 67505500

natchiBLAST
SgMS165Rew BLAST Chrod featurel [e-Value = 2.4e-5]

SgMS165Fw BLAST Chrod featurel [e-Val
| —
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Chri3 65132644 . 651336354
ey o e Ly

68132700 65132600 68132900 | 68133000 65135100 65136200 65138300 68133400 66135500 65133600

natchiBLAST
SgM335Fw BLAST Chro3 featurel [e-Yalue = 1.24e-21 SgM335Rey BLAST Chrod featurel [e-Value = 4.33e-21
= =

Chro3 172423504, 72424314
TN T T N N N N W 1 1
72425600 72425700 72425800 72423900 72424000 72424100 72424200 72424300

natch:BLAST
psh1802Rey BLAST |Chro3 featurel [e-Value = 1.24e-21
=

psbl802Fw BLAST Chrid featurel [e-Value =
=0

Cromosoma 4

Chrid 1351206 . .352106
N 1y I

351500 351400 351500 351600 351700 351500 351500 352000 352100

natch:iBLAST
SgM3192Rey BLAST Chriod featurel [e-Value = 1.24e-21
|

SgM3192Fw BLAST Chrod featurel [e-Value = 1.51e-11
==

Chrod 1864252 . .865152
I

864300 864400 864500 864500 864700 864500 864300 865000 865100

natch:BLAST
SgM5224Rew BLAST Chrdd featurel [e-Yalue = 2.4e-5]
<

SgM5224Fw BLAST Chrid featurel [e-Value = Ze-6]
o |

Chrod 119769654 ., 19770464
TR TN T N N N N N NN T TN T [N N TN T MY Y N Y Y NN T TN TN T Y TN TN T N N NN T TN TN TN Y T TN T AN TN TN A SO T T T N 1
19765700 19765500 19765300 19770000 15770100 15770200 19770300 15770400

natch:BLAST
SAMIY33FwW BLAST Chrod featurel [e-Yalue = 3.56e-3]
| —

SAMIY33Rew BLAST Chrod featurel [e-Yalue = 1.51e-11
=

Chrid 148540051 . 45540951
I | P I T S S A A Y A R A

48540100 48540200 48540300 48540400 48540500 48540600 48540700 43540800 48540900

natch:iBLAST
SEMS10FW BLAST Chrod featurel [e-Value = 1.8e0]
=

SgMS10Rey BLAST Chrid featurel [e-Value = 1.51e-11
=

Chrod 157545522 . 57546422

57545600 57545700 57545600 57545900 57546000 57546100 57546200 57546300 S754E400

natch:BLAST
SgMS27Rey BLAST Chrod featurel [e-Value = 4.33e-21
<0

SgMS27Fw BLAST Chrid featu
<

Chrod 158537515 . 58535415

SEE37E00 Sa537700 SESA7E00 5537900 SES3R000 A3 00 SES3RZ00 SES3EE00 sa53Rd00

natch:iBLAST
2gM332d4Fw BLAST Chrod featurel [e-Value = 4.33e-2]
=

SgM332dRey BLAST Chrod featurel [e-Value = 1.24e-21
=

Chrid 159225257 . .59226127

1
55226300 59225400 59225500 59225600 59225700 59225800 59225900 59226000 59226106

natch:BLAST
SgMS191Rey BLAST Chrod featurel [e-Value = 1.51e-11
<3

SgM5191Fw BLAST Chrod featurel [e-Value = 1.51e-11
<0
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Chrid 163953970 . 63984570
P S S N U T A A A A A A AR

BIGEA000 53554100 ISEZO0 639E4300

1 1
653584400 3GE4T00 3GEAE00 3GEATO0 B3TEAEO0
natch:BLAST

SgMSABISRey BLAST Chrod featurel [e-Yalue = 1.24e-2]
=0
SgMSABIS BLAST Chrod £
|
Chrid 167623660 . 67624560
e

67623700 57625500 67625900 67624000

67624100 67624200 67624300 67624400 67624500
natch:BLAST

SgMs6zRey BLAST Chrod featurel [e-Value = 4.33e-21
<

SgM362Fw BLAST Chrod featurel [e-Value =
<

Cromosoma 5

Chro5: 1907152, 1907942
P T S S S S S S T S S S S

1907200 1907300 1907400 1907500

1907600 1907700 1907300 1907900

natchiBLAST
SgMS55Fw BLAST Chrod featurel [e-Value = 1.51e-11
==

SgM355Rew BLAST Chrof featurel [e-Value = 3.56e-31
[

Chro5: 3641001 . . 3642001
N I I |

TN TN T T T T T T TN T TN T [ T T T T N T T T T T I T T T N T T A O T O O 1
36411k 36412k 36413k 3641 .4k 36415k 36416k 36417k 3641 .5k 36415k 3642k

natchiBLAST
SgMS139Fw BLAST Chrof featurel [e-Value = 2.2de+1]
=g

SgM3139R ey BLAST ChrdS featurel [e-Value = 2.2d4e+l1]
=

Chri5: 5655909 5656719

5686000 5686100 5656200 5656300

5656400 5656500 5686600 5656700
natch:BLAST

SgME179Fw BLAST Chrof featurel [e-Value = 7.5e-7]

=

SgME179Rey BLAST |ChroS featurel [e-Yalue = 7.7e-81
| —

Chro5:dzz21919, 42222519
[

TN T T N T T N T T T T TN T T T N N T Y NN T T Y T T T [ T N TN T TN YT SN T N T TN T T T N T [N T T T T TN T T [ T N T O T S T O Y 1
42222000 42z2E100 422200 42225300 42222400 42z2Em00 42222600 42225700 42225800
natch:BLAST
SgM512Rew BLAST Chrof featurel [e-Value = 1.2d4e-21
=
SgM312Fw BLAST ChroS featurel [e-Value = 4.33e-21
=
ChroS 149019383 49020283
T T T T T N N T N TN T TN TN T T N T T T YN T TN T [N T T N TN N TN T N N TN T T TN T T T NN T T TN TN TN T N T TN T N TN T S [ TN T TN T TN T T [ T O O T T 1
43015400 49015500 49015600 49015700 49015800 49015900 49020000 48020100 49020200
natch:BLAST
SgM3dORew BLAST Chrof featureld [e-Value = 7.83e+1]
<
ChrOS 57429736 , 57430636
TN T T N [N T T NN T TN T T N N T T NS T TN TN T N T T T NN WO T N T NN T T T N TN T T N NN T T N T TN T NN TN TN T N T T N WO T T T O N T N N TN TN T T T T [ AN 1
57425800 57425900 57430000 57430100 57430200 57430300 57430400 57430500 57430600
natch:BLAST
SgMEL0ZFw BLAST Chrof featured [e-Value = 2.2de+l1]
[
ChroS 157779826 , 57750636
NN TN TN TN T TN [N TN TN TN TN TN TN TN T [N TN TN TN Y N NN N TN [N TN TN TN TN Y Y N Y N Y Y Y TN TN TN TN MY S Y Y Y N YT TN T TN S NN TN TN T TN TN TN TN TN T [N T TN TN TN T T SN SN S T 1
57779900 57750000 57750100 57750200 57750300 57750400 57750500 57750600
natch:BLAST

SgM5152Rey BLAST Chrid featurel [e-Valus = 1.51e-11
=

SgMS152Fw BLAST ChroS featurel [e-Value = G.ded]
=<1
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Chr05: 57750362 . 97781262
P O S T S T ST T T T S T T T T T S S S S ST T T T S S S S I B

5770400 577E0T00 57TEOE00 57TEOTO0 57TE0E00 5770500 57TELOVO 577EL100 57TELZ00

natch:BLAST
SgMS95Rey BLAST Chrof featurel [e-Value = 1.51e-11
=

SgM395Fw BLAST Chrof featurel [e-V
|

Cromosoma 6

Chro6 142339333, . 42340233
P S S T T T T T T T T ST T T S S S ST T T T T S Y

42335400 42335500 42335600 42335700 42335600 42335900 42340000 42340100 42340200

natch:BLAST
SAMIM4ERew BLAST Chrog featurel [e-Yalue = 1.5le-11
=

SAMIVAEFW BLAST Chro6 featurel [e-Yalue = 1.2de-
=<0

Chrog 149269241 . 49270141

1 1
49265300 49265400 49265500 49269600 49269700 49269800 49265900 49270000 49270100

natch:iBLAST
SgMS106Fw BLAST Chroa featurel [e-Value = 1.91e-11
=

SgMS106Rey BLAST Chrog featurel [e-Value = 6.4e0]
=

Cromosoma 7

Chro7 13564524 . . 3565724
P T T S T T S T T T T T S 0 ST S T T T S T S S S ST T TS S O B

3564900 3565000 3565100 3565200 3565300 3565400 3565500 3565600 3565700

natch:iBLAST
SgMS11ZRey BLAST Chro? featurel [e-Yalue = 5.28e-1]
=

SgM5112Fw BLAST Chro? featurel [e-Value = 1.8e0]
=3

Chri7 14521946 . 4522846

4522000 4522100 4522200 4522300 4522400 4522500 4522600 4522700 4522300

natch:iBLAST
SgM5182Rew BLAST ChrO? featurel [e-Yalue = 7.7e-81
| —

SgMS182Fw BLAST Chro? featurel [e-Value = 2.d4e-51
|

Chro7 111822062 . 11822962
M

11825100 11825200 11825300 11825400 11825500 11522600 11825700 11825800 11825900

natch:BLAST
SAMIYSSFW BLAST ChrO? featurel [e-Yalue = 1.51e-11
=

SAMIYESRew BLAST Chro? featurel [e-Yalue = 1.51e-1
=

Chro7 (54127660 . 54125560

1
54127700 54127800 54127900 54128000 54128100 54126200 54125300 54125400 54128500

natch:BLAST
SgMS28ERey BLAST Chro? featursl [e-Value = 1.24e-21
=3

SgM5288Fw BLAST Chro? featurel [e-Walue = 1.2de-
=0

Chro7 ;54967055 . .54968055
P O T T T S S VAN S S TS T S S T T SO T S S T T S U Y S A A A

Sqge7.lk | S4967.2k | S4967.3k | 54967.dk | S4967.5k | S4967.6k | S4967.7k | S4967.8k  54967.9k Sag6ek

natch:BLAST
SgMS228Rey BLAST Chro? featurell [e-Yalue = 7.83e+1]
=]
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Chro7 151118746 . 61119646
TN T T T N T T TN T T T T Y TN T NN S T T T N T T T TN T T N I N N T T T N N 1
61115300 61115400 61115500 61119600

61115800 1115900 61115000 61115100 61115200

natchiBLAST
SgMS173Rey BLAST Chro? featurel [e-Values = 3.3e-6]
 m—y

SeM5173Fw BLAST Chro? featurel [e-Value = 2.4e-8]
<0

Cromosoma 8

Chrog: 2912131 .. 2913151
P S S S S S S S U A S A A A A

TN TN N T N T T T T TN T T T O T N O |
29122k 29123k 2912 .4k 29125k 2912 .6k 29127k 2012 .5k 29129k 2913k 29131k

natchiBLAST
SgM3d2Reyw BLAST Chr08 featurel [e-Yalue = 3.56e-31
=

SgMSd2Fw BLAST Chrog featurel [e-Value = 3.56e-3]
<

Chrog: 6519943 . 6520753
TN TN TN T [N TN TN TN TN TN TN TN TN NN TN TN T S Y N N Y N TN T N N Y T T SO A |
6820000 6820100 6820200 6820300 6620400

6820500 6820600 6820700

natchiBLAST
SgM5291Rey BLAST Chrod featureZ [e-Value = 1.5e0]
=

ChriG: 39233309 . .39234119
I S S S A A S

TN TN TN TN TN TN T T [N TN TN TN TN TN TN TN U [N T N N Y N N 1 1 1
39235400 39238500 39238600 39233700 39233800 39233900 39234000 39234160
natch:BLAST
SgM3118Rew BLAST ChroS featurel [e-Value = G.ded]
=
Chro9 143344742 , 43345642
TN T T [N T T N T T T T N T T TN N T T T T N TN T TN TN TN TN I NN TN T NN T S T A T N T TN T Y NN T T N T N TN T TN N T N T YT TN SO T [N T T N T T T T N O N 1
43344800 43344900 43345000 43345100 43345200 43345300 43345400 43345500 43345600
natch:BLAST
SgM3129Fw BLAST Chro9 featurel0? [e-Yalue = 7.83e+1]
[
Chro8 148122510 , 48123410
TN T T N T TN TN N T T TN T N T T T N T T T NN T T N T T TN N T N N YN TN T T TN T [ T YN T Y NN T T N TN TN TN T T TN W [N T T NN S TN T N N T N T O WO T S |
45122600 45122700 45122800 45122900 48125000 45125100 48125200 45123300 45123400

natchiBLAST
E%g?ZO?Fw BLAST Chrod featurel [e-Yalue = 1.2de-2]

SgM3207Rey BLAST Chro8 featurel [e-Yalue = 4.33e-21
|

Chrog 150413486 . .50414356
I A A P S A O A S A A A A

50415500 50415600 50415700 50415800 50413300 50414000 50414100 50414200 50414300

natchiBLAST
5gM316Fw BLAST Chrod featurel [e-Value = 1.2d4e-21
==

SgM316Rew BLAST Chrod featurel [e-Value = 1.2d4e-21
=3

Chrog 150413486 . .50414356
I [ A

1 1
50415500 50415600 50415700 50413800 50413900 50414000 50414100 50414200 50414300

natchiBLAST
SgMS187Rew BLAST Chrod featurel [e-Valus = 3.596e-31
=

SgM5187Fw BLAST Chrod featurel [e-Value = 1.02e-31
<0

Cromosoma 9

Chro9: 3666195 .. 3667195
N [ A A A A AT A N AT A A A A

36662k 36663k 36664k 3666.5k 3666 .6k 36667k 3666.5K 36669k 3667k 3667.1k

natchiBLAST
SgM3214Fw BLAST |Chro9 featurel [e-Value = 2.92e-4]1
=
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Chrog: 5160108, 5161009

5160200 5160300 5160400 5160500 5160600 5160700 5160500 5160500 5161600

natch:BLAST
SgM5145Rey BLAST Chro9 featurel [e-Value = 1.58e0]
C=

SgM5145Fw BLAST Chro9 featurel [e-Yalue = 5.28e-11
=

Chro8 6109356 . 6110256
P

6103400 6109500 109600 6109700 6109800 6109900 6110000 110100 6110200

natch:iBLAST
SgMSEZ1Rey BLAST Chrof featurel [e-Yalue = 6.9e-6]
| —

SgM3221Fw BLAST Chro9 featurel [e-Value = 1.51e-11
<3

Chr9 145029777 45030677
P S S S A A A A R A

45025800 45025900 45030000 45030100 45030200 45030300 45030400 45030500 45030600

natch:iBLAST
SgM3189Fw BLAST Chro9 featurel [e-Yalue = 3.4e-01

SgM3189Rey BLAST Chro9 featurel [e-Value = 3.596e-31
=<

Chr9 147783508 . 47754708

1
47783900 477EH000 47784100 47784200 47784300 47784400 477E4500 477EAE00 47784700

natch:BLAST
SgMS08Rey BLAST Chro9 featurel [e-Value = 4.33e-21
=

SgM308Fw BLAST Chro9 featurel [e-Value = 4.33e-21
=3

Chro9:54914221 . 54915121
P T A M

54914300 54914400 54914500 54914600 54914700 54914800 54914900 54915000 54915160

natch:iBLAST
SgMS222Rey BLAST Chra? featurel [e-Valus = 2.92e-41
=

SgMS222Fw BLAST Chro9 featurel [e-Value = |1.51e-11
=

Chro9: 57745540, 57746740
P T O S S S S S U S S S S S A A O |

1 1
57745500 57746000 57746100 57746200 57746300 57746400 5774500 57745600 57746700

natch:BLAST
SgMS87Fw BLAST Chro9 featurel [e-Value = 1.8e0]
=

SgMS87Rey BLAST Chro9 featurel [e-Value = 3.56e-31
=0

Chro9:58575349 . 53576159
TN T TN T N N N Y N TN TN TN TN N TN TN T Y N N N Y N T T T T TN T TN T S |
58975400 58976500 S8975600 58975700 58975500 58975900 58976000 58076100

natch:BLAST
SEMSEZ0Rey BLAST Chro9 featurel [e-Yalue = 3.96e-31
[—

SgM5225Fw BLAST Chro9 featurel [e-Value = 2.4e-5]
<

Cromosoma 10

Chrio:9565316. 9566216
I

9565400 9565500 9565600 9565700 9565800 9565900 9566000 9566100 9566200

natch:iBLAST
SgMs18Rew BLAST Chrld featurel [e-Value = 1.2de-Z]1
==

SgM318Fw BLAST Chrid featurel [e-Value = 1.24e-21
=



Chrdo: 11036622 1037522
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11036?00 11036800 11036900 1103?000 1103?100 1103?200 1103?300 1103?400 1103?500

natchiBLAST

SgMS157Fw BLAST Chrld featurel [e-Value = 8.de-51

=<0
Chrid: 1?469?29 1?4?0629

1?469800 1?469900 1?4?0000 1?4?0100 1?4?0200 1?4?0300 1?4?0400 1?4?0500 1?4?0600
natchiBLAST
SgMS206Fw BLAST Chrld featurel [e-Value = 1.51e-11
=

SgM3206Rey BLAST Chrld featurel [e-Value = 1.24e-21

=
Chr10 17469773, 1?4?06?3
1?469800 1?469900 1?4?0000 1?4?0100 1?4?0200 1?4?0300 1?4?0400 1?4?0500 1?4?0600
natchiBLAST

SgM5197Rey BLAST Chrld featurel [e-Value = 1.51e-11
=
SgM3197Fw BLAST Chrld featurel [e-Value = 2.2de+l]
=1
Chrid: 4?160829 4?161?29
4?160900 4?161000 4?161100 4?161200 4?161300 4?161400 4?161500 4?161600 4?161?00
natchiBLAST
SgM398Rey BLAST Chrild featurel [e-Value = 1.51e-1]
=
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Figura suplementaria 2.3. Grafico construido a partir de los valores del estadistico LR (eje de
ordenadas) en funcion de la posicion genética (en cM, eje de abscisas, nombre de los
marcadores incluidos) del cromosoma 5, para el andlisis CIM, con los datos fenotipicos 1G2. El
valor de LR critico (18.4) se indica con una linea horizontal de trazo grueso. Debajo, grafico
construido a partir de los valores de aditividad en cada posicion del cromosoma.
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Figura suplementaria 2.4. Gréafico construido a partir de los valores del estadistico LR (eje de
ordenadas) en funcién de la posicion genética (en cM, eje de abscisas, nombre de los
marcadores incluidos) del cromosoma 9, para el analisis CIM, con los datos fenotipicos 1G3. El
valor de LR critico (18.4) se indica con una linea horizontal de trazo grueso. Debajo, gréafico
construido a partir de los valores de aditividad en cada posicién del cromosoma.
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Figura suplementaria 2.5. Gréafico construido a partir de los valores del estadistico LR (eje de
ordenadas) en funcién de la posicién genética (en cM, eje de abscisas, nombre de los
marcadores incluidos) del cromosoma 9, para el analisis MTM, con los datos 1G2 (gris claro) e
IG3 (gris oscuro) y “joint trait” (negro). El valor de LR critico se indica para cada caso con una
linea horizontal del color correspondiente. Debajo, gréafico construido a partir de los valores de
aditividad en cada posicion del cromosoma.
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Figura suplementaria 2.6. Gréafico construido a partir de los valores del estadistico LR (eje de
ordenadas) en funcion de la posicion genética (en cM, eje de abscisas, nombre de los
marcadores incluidos) del cromosoma 10, para el analisis MTM, con los datos 1G2 (gris claro) e
IG3 (gris oscuro) y “joint trait” (negro). El valor de LR critico se indica para cada caso con una
linea horizontal del color correspondiente. Debajo, grafico construido a partir de los valores de
aditividad en cada posicion del cromosoma.
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Figura suplementaria 2.7. Grafico construido a partir de los valores del estadistico LR (eje de
ordenadas) en funciéon de la posicién genética (en cM, eje de abscisas, nombre de los
marcadores incluidos) del cromosoma 4, para el analisis MTM, con los datos IG2 e IG3 (*“joint
trait”). El valor de LR critico en este caso fue de 25.8. Debajo, grafico construido a partir de los
valores de aditividad en cada posicion del cromosoma.
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Tabla suplementaria 2.3. Anélisis in silico de las regiones genémicas comprendidas por los
QTL identificados. Se detalla para cada QTL (gDOR-5, gDOR-9 y qDOR-10) el cddigo de
identificacion de cada gen incluido y su anotacién. En el caso de genes con funcidn
desconocida, se los identifico con la palabra “No” en la columna de anotacion.

gDOR-5
Genes L
Sobic.005G Anotacion
020300 AMP dependent ligase/synthetase
020400 Similar to 'putative iNositol-1, 4, 5-trisphosphate 5-phosphatase’
020500 No
020600 Mitotic checkpoint serine/threonine-protein kinase BUB1 AND BUBR1
020700 Uncharacterized membrane protein, predicted efflux pump
020800 Similar to GDSL-like Lipase/Acylhydrolase family protein, expressed
020900 Engulfment and cell motility
Similar to AP2 domain containing protein, expressed - Nombres en At:WRI,
021000 WRIL,ASML1,ATWRIL
021100 No
021200 No
021300 No
021400 No
021500 No
021600 No
Similar to Nsel Non-SMC component of SMC5-6 complex family protein,
021700 expressed
021800 Late embryogenesis abundant protein
021900 No
022000 Peroxisomal membrane protein 2, PXMP2
022100 Glucose-6-phosphate/phosphate and phosphoeNolpyruvate/phosphate antiporter
022200 Similar to Putative 5'-3' exoribonuclease
022300 No
022400 GATA zinc finger
022500 Similar to Alpha-L-arabiNofuraNosidase C-terminus family protein, expressed
022600 Pectinesterase activity
022700 No
022800 GTP-binding protein-related
022900 No
023000 No
023100 F-box domain
023200 No
023300 No
023400 No
023500 No
023600 No
023700 No
023800 No
023900 No
024000 RhamNogalacturonate lyase family
024100 RhamNogalacturonate lyase family
024200 Calcium/Calmodulin-dependent protein kinase related
024300 Calcium binding protein
024400 WDA40 repeat familiy
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024500 No
024600 Pentatricopeptide repeat-containing protein
024700 Sugar (and other) transporter
024800 Sugar (and other) transporter
024900 Sugar (and other) transporter
025000 No
025100 No
025200 Ubiquinol-Cytochrome C reductase complex, subunit X
025300 Alpha-amiNoadipic semialdehyde dehydrogenase-phosphopantetheinyl transferase
025400 Calcium/calmodulin-dependent protein kinase related
025500 No
025600 No
025700 Splicing factor U2AF-associated protein 2
Similar to Dual specificity phosphatase, catalytic domain containing protein,
025800 expressed
025900 Similar to Probable auxin efflux carrier component
026000 No
026100 Similar to Hydroxymethylglutaryl-CoA lyase, mitochondrial, putative, expressed
026200 No
026300 Transferase
026400 Pentatricopeptide repeat-containing protein
026500 Pentatricopeptide repeat-containing protein
026600 Phosphoglycerate mutase
026700 No
026800 Phosphoglycerarate mutase
026900 Pentatricopeptide repeat-containing protein
027000 Similar to Kelch motif family protein, expressed
027100 GDSL-like Lipase/Acylhydrolase
027200 GDSL-like Lipase/Acylhydrolase
027300 Similar to Ribosomal protein L24 containing protein, expressed
027400 RNA-binding protein
027500 No
027600 Pentatricopeptide repeat-containing protein
027700 Pentatricopeptide repeat-containing protein
027800 Pentatricopeptide repeat-containing protein
027900 Pentatricopeptide repeat-containing protein
028000 Auxin responsive protein
028100 Nucleolar complex 2 and RAD4-related
028200 Pentatricopeptide repeat-containing protein
028300 Pentatricopeptide repeat-containing protein
028400 Similar to Probable calcium-transporting ATPase 4
028500 No apical meristem (NAM) protein
028600 Similar to Zinc finger protein-like
028700 Ca2+-binding protein, EF-Hand protein superfamily
028800 Similar to Saccharopine dehydrogenase family protein, expressed
028900 Cytochrome C biogenesis protein transmembrane region
029000 No
029100 Similar to TAP42-like family protein, expressed
029200 Calmodulin
029300 No
029400 Strictosidine synthase-related
029500 No
029600 Similar to GRAS family transcription factor containing protein
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029700 Similar to Ankyrin repeat family protein, putative, expressed
029800 Apoptotic ATPase

029900 Similar to Strictosidine synthase family protein

030000 Protein phosphatases PP1 regulatory subunit

030100 Isopropylmalate synthase related

030200 Ring finger protein 24-related

030300 No

030400 Cytochrome P450 CYP4/CYP19/CYP26 subfamilies
030500 Sensor histidine kinase-related

030600 similar to RNA polymerase Rpb5, N-terminal domain containing protein, expressed
030700 No

030800 Pentatricopeptide repeat-containing protein

030900 Pentatricopeptide repeat-containing protein

031000 Gulonolactone oxidase

031100 No

031200 No

031300 No

031400 No

031500 No

031600 No

031700 Similar to PhosphatidyliNositol-4-phosphate 5-kinase 4, putative, expressed
031800 No

031900 No

032000 Similar to Indole-3-acetate beta-glucosyltransferase, putative, expressed
032010 No

032200 UDP-glucuroNosyl and UDP-glucosyl transferase

032300 Ubiquitin-like protein

032400 Trithorax proitein ASH2

032500 Trithorax proitein ASH2

032600 No

032700 Similar to Lipase family protein

032800 Red protein (IK FACTOR) (CYTOKINE IK)

032900 Meiotic recombination protein DMC1

033000 RIBOSE-5-PHOSPHATE ISOMERASE

033100 similar to AMP-binding enzyme family protein, expressed
033200 No

033300 Microfibril-associated protein

033400 Copper transport protein ATOX1-related

033500 No

033600 Copper transport protein ATOX1-related

033700 Copper transport protein ATOX1-related

033800 No

033900 similar to FlavoNol 3-O-glucosyltransferase, putative, expressed
034000 similar to Stem-specific protein TSJT1, putative, expressed
034100 No

034200 F-box domain

034300 similar to Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, FKBP-type family protein, expressed
034400 Pyruvate kinase

034500 Serine-Threonine protein kinase

034600 No

034700 PHD/F-BOX containing protein

034800 No
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034900 No

035000 No

035100 Leucine-rich repeat-containing protein
035200 No

035300 Similar to Putative phytosulfokine peptide precursor
035400 RING ZINC FINGER PROTEIN

035500 No

035600 No

035700 Ring finger protein 11

035800 Ring finger protein 11

035900 Similar to S-receptor kinase-like protein, putative
036000 Pollen proteins Ole e | like

036100 Similar to Phosphoglycerate mutase family, putative
036200 No

036300 No

036400 Similar to RING zinc finger protein, putative
036500 Serine-Threonine protein kinase

036600 No

036700 No

036800 No

036900 No

037000 Cytochrome pP450

037100 Serine-Threonine protein kinase

037200 Similar to Putative anthocyanin 5-aromatic acyltransferase
037300 Predicted transporter ADD1

037400 No

037500 No

037600 No

037700 No

037800 Similar to Sialyltransferase-like protein
037900 Similar to Sialyltransferase-like protein
038000 No

038100 Similar to Sialyltransferase-like protein
038200 No

038300 No

038400 Phosphatidylethanolamine-binding protein
038500 Pentatricopeptide repeat-containing protein
038600 Pten-related phosphatase (PLIP)

038700 BZIP transcription factor

038800 Serine-Threonine protein kinase

038900 Carbonic anhydrase

039000 No

039100 No

039200 No

039300 Leucine-rich repeat-cotaining protein
039400 No

039500 GTPase containing family of signal recognition particle proteins
039600 No

039700 Similar to Rac GTPase activating protein 1
039800 No

039900 No

040000 No
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gDOR-9
Genes L
Sobic.009G Anotacion
198800 No
198900 Trehalose-6-phosphate synthase
199000 Protease family C26 Gamma-Glutamyl hydrolase
199100 Protease family C26 Gamma-Glutamyl hydrolase
199200 Protease family C26 Gamma-Glutamyl hydrolase
199300 No
199400 No
199500 Ribosomal protein L27
199600 No
199700 No
199800 Cyclic-nucleotide phosphodiesterase activity
199900 Phosphatydilethanolamine-binding protein
200000 No
200100 GDSL-like Lipase/Acylhydrolase
200200 Trehalose-6-phosphate synthase
200300 No
200400 No
200500 Homeobox protein
200600 No
200700 No
200800 Serine-Threonine protein Kinase
200900 No
201000 Alkaline ceramidase-related
201100 Matrix metalloproteinase
201200 WD40-repeat-containing subunit of the 18S rRNA processing complex
201300 No
201400 Similar to Glucan endo-1,3-beta-glucosidase GV
201500 Similar to Heat shock protein 101
201600 No
201700 Similar to Putative oligosaccharyl transferase STT3 subunit
201800 No
201900 Peptidyl-tRNA hydrolase, PTH2 family
202000 Transcription factor activity/GATA
202100 No
202200 No
202300 No
202400 No
202500 No
202600 Anciente ubiquituos protein
202700 Predicted E3 ubiquitin ligase
202800 No
Two-component phosphorelay intermediate involved in MAP kinase cascade
202900 regulation
203000 ATP-dependent protease
203100 No
203200 Pectinesterase
203300 Late embryogenesis abundant protein
203400 Myosin I, high molecular weight form
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203500 Hexokinase
203600 Serine-Threonine protein kKinase
203700 Similar to Auxin-responsive protein IAA18
203800 Ribosomal protein L2
203900 Profilin
204000 Profilin
204100 No
204200 Similar to Dual-specificity protein-like phosphatase 4
204300 Serine-Threonine protein kinase
204400 U3 small nucleolar ribonucleoprotein (SNoRNP) subunit - Mpp10p
204500 Metalloprotease
204600 Pyrophosphate-dependent phosphofructo-1-kinase
204700 Serine-Threonine protein kinase
204800 Serine-Threonine protein kKinase
204900 Serine-Threonine protein kinase
105000 Pentatricopeptide repeat-containing protein
gDOR-10

Genes .

Sobic.010G Anotacion
129700 Hidrolase
129800 No
129900 No
130000 Similar to Putative LYST-interacting protein LIP5
130100 Bactericidal Permeability-increasing (BPI) protein-related
130200 BACTERICIDAL PERMEABILITY-INCREASING (BPI) PROTEIN
130300 Similar to Mannan endo-1,4-beta-manNosidase 6 precursor
130400 SAM dependent carboxyl methyltransferase
130500 SAM dependent carboxyl methyltransferase
130600 No
130700 Serine threonin kinase
130800 Similar to Putative adeNosine moNophosphate binding protein 1 AMPBP1
130900 Similar to Glycine-rich protein GRP5
131000 Protein of unkNown function (DUF632)
131100 No
131200 No
131300 Similar to Putative elongation factor 1A binding protein
131400 RHO GDP-dissociation inhibitor-related
131500 Similar to Sodium/hydrogen exchanger
131600 Similar to ADP,ATP carrier protein 1, mitochondrial precursor
131700 Membrane-associated guanylate kinase (MAGUK)
131800 No
131900 Similar to Putative makorin RING finger protein
132000 No
132100 No
132200 Serine protease inhibitor activity
132300 CDKS5 regulatory subunit-associated protein 3
132400 Beta-glucosidase, lactase phlorizinhydrolase, and related proteins
132500 No
132600 Uncharacterized ACR, YdiU/UPF0061 family
132700 No
132800 No
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132900 No

133000 Late embryogenesis abundant (LEA) group 1
133100 Oligopeptide transporter-related

133200 No

133300 Sugar transporter

133400 Pantothenate kinase

133500 weakly similar to Putative AT-hook DNA-binding protein
133600 No

133700 No

133800 No

133900 No

134000 Pyrophosphate-dependent phosphofructo-1-kinase
134100 MAM33, mitochondrial matrix glycoprotein
134200 Peroxiredoxin-5

134300 No

134400 Similar to Putative moNo-or diacylglycerol acyltransferase
134500 3'-5' Exonuclease ERI1-related

134600 Pentatricopeptide repeat-containing protein
134700 FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
134800 No

134900 Domain of unkNown function (DUF296)
135000 Similar to Thioredoxin reductase

135100 No

135200 No

135300 No

135400 No

135500 No

135600 No

135700 No

135800 No

135900 No

136000 No

136100 No

136200 No

136300 Phosphatidylethanolamine binding protein
136400 No

136500 No

136600 No

136700 No

136800 No

136900 Transporter, ABC superfamily (Breast cancer resistance protein)
137000 No

137100 No

137200 No

137300 Serine threonin kinase

137400 Serine threonin kinase

137500 Leucine-rich repeat-containing protein
137600 No

137700 No

137800 No

137900 No

138000 Similar to Cryptochrome 2




134

138100 No

138200 Similar to AlphaSNBP(B)-like
138300 No

138400 Uncharacterized membrane protein, predicted efflux pump
138500 Serine threonin kinase

138600 No

138700 Pentatricopeptide repeat-containing protein
138800 No

138900 Cytosine deaminase

139000 similar to Putative SWAP

139100 Serine threonin kinase

139200 Photosystem |1 protein

139300 No

139400 No

139500 Cation transporter ATPase

139600 Similar to Putative oxidative-stress responsive/ Protein tyrosine kinase
139700 No

139800 No

139900 No

140000 No

140100 No

140200 No

140300 No

140400 No

140500 Ubiquitin-protein ligase activity
140600 Similar to BolA-like

140700 Similar to Class Il peroxidase 79 precursor
140800 No

140900 No

141000 No

141100 No

141200 No

141300 No

141400 DNA Topoisomerase/Gyrase
141500 SENTRIN/SUMO-specific protease
141600 Similar to Formate dehydrogenase, mitochondrial precursor
141700 FAR1 DNA-binding domain
141800 Cysteine-type peptidase activity
141900 No

142000 No

142100 No

142200 No

142300 No

142400 No

142500 No

142600 No

142700 No

142800 No

142900 Oleosin

143000 No

143100 No

143200 No
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143300 No

143400 Heat shock protein binding/DNAJ/HSP40
143500 Pyruvate phosphate dikinase, PEP/pyruvate binding domain
143600 Zinc finger CW-type coiled-coil domain protein 3
143700 No

143800 No

143900 Glycosyl transferase

144000 Vesicle coat complex AP-3, delta subunit

144100 No

144200 No

144300 Ribonuclease H activity

144400 Glycosyl transferase

144500 No

144600 No

144700 No

144800 No

144900 Similar to Putative fiber protein Fb34

145000 No

145100 No

145200 No

145300 No

145400 No

145500 Plant transposase (Ptta/En/Spm family)

145600 No

145700 No

145800 PolyC-binding proteins alphaCP-1 and related KH domain proteins
145900 Similar to PhosphatidyliNositol 3-and 4-kinase-like
146000 Sellulose synthase (UDP-forming) activity
146100 Aquaporin transporter

146200 No

146300 Xyloglucan:xyloglucosyl transferase

146400 Similar to Auxin-responsive protein IAA21
146500 Apoptotic ATPase

146600 Similar to Cyclin-dependent kinase F-1

146700 Aminoacid transporter

146800 Rtr1/RPAP2 family

146900 No

147000 TESMIN/TSO1-related

147100 Cytosolic sorting protein GGA2/TOM1/intracellular protein transport
147200 Response to aluminum ion

147300 CCR4-ASSOCIATED FACTOR

147400 CCR4-Associated factor

147500 Similar to N-(5'-phosphoribosyl)anthranilate isomerase
147600 Reticulon

147700 WD repeat and HMG-box DNA binding protein
147800 No

147900 WDA40 repeat protein PRL1/PRL2-related
148000 No

148100 MADS box protein

148200 Calmodulin

148300 No

148400 MADS box protein
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148500 No

148600 WRKY DNA -binding domain

148700 No

148800 WRKY DNA -hinding domain

148900 No

149000 No

149100 No

149200 Similar to Metal-dependent membrane protease-like
149300 Similar to Sumo-conjugating enzyme UBC9
149400 No

149500 Kelch-related proteins

149600 No

149700 response to oxidative stress/Peroxidase
149800 No

149900 No

150000 No

150100 No

150200 No

150300 Protein binding/ FBOX domain

150400 Ribosomal S subunit

150500 No

150600 No

150700 RNA binding

150800 No

150900 No

151000 Similar to Putative CMP-sialic acid transporter
151100 No

151200 No

151300 No

151400 No

151500 No

151600 ATP-binding cassette transporter

151700 Similar to Extra-large G-protein-like
151800 No

151900 Ribonuclease P protein subunit POP4
152000 No

152100 No

152200 No

152300 Glycosyl transferace

152400 Glycosyl transferace

152500 Glycosyl transferace

152600 No

152700 Similar to Basic helix-loop-helix-like
152800 No

152900 Similar to Glycosyl hydrolase family 3 C terminal domain containing protein
153000 No

153100 B-cell receptor-associated protein and related proteins
153200 No

153300 Dead box ATP-dependent RNA helicase
153400 Protein phophatase 2C

153500 ATP-dependent helicase

153600 Pentatricopeptide repeat-containing protein
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153700 Voltage and ligand gated potassium chanel
153800 No

153900 Similar to Spermidine synthase 2
154000 E3 ubiquitin-protein ligase UBR7
154100 No

154200 No

154300 No

154400 No

154500 No

154600 Serine protease family S10 serine carboxypeptidase
154700 No

154800 No

154900 No

155000 No apical meristem (NAM) protein
155100 No apical meristem (NAM) protein
155200 No

155300 VQ motif

155400 Serine-Threonine protein kinase
155500 Glycosyl hydrolases family 17
155600 4-methyl-5(b-hydroxyethyl)-thiazole moNophosphate biosynthesis
155700 No

155800 No

155900 PRK1-associated zinc finger protein
156000 GDSL-like Lipase/Acylhydrolase
156100 GDSL-like Lipase/Acylhydrolase
156200 No

156300 ADP binding

156400 No

156500 No

156600 No

156700 Ring finger protein 11

156800 Ring finger protein 11

156900 No

157000 No

157100 Ring finger protein1l

157200 No

157300 Ring finger protein 11

157400 No

157500 Ring finger protein 11

157600 No

157700 No

157800 No

157900 No

158000 No

158100 Zinc finger, C3HC4 type (RING finger)
158200 No

158300 Ring finger protein 11

158400 Ring finger protein 11 (SID 1669)
158500 Ring finger protein 11

158600 Anaphase-promoting complex (APC), subunit 11
158700 Ring finger protein 11

158800

No
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158900 No

159000 No

159100 No

159200 No

159300 No

159400 Aminoacid transporter

159500 Protease inhibitor/seed storage/LTP family
159600 Ribonuclease P protein subunit P38-relate
159700 Triacylglycerol lipase activity

159800 No

159900 Triacylglycerol lipase activity

160000 Triacylglycerol lipase activity

160100 No

160200 No

160300 RNA-binding protein

160400 NADP oxidoreductase coenzyme F420-dependent
160500 Dead box ATP-dependent RNA helicase
160600 Copeer transport protein ATOX1-related
160700 PhosphoeNolpyruvate carboxylase activity
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Tabla suplementaria 3.1. Sondas utilizadas en los ensayos de EMSA. Se indica nombre,
caracteristica, largo y secuencia de cada sonda.

Sonda

Caracteristica

Tamario (pb)

Secuencia

SbGA20x3

Normal

242

GGGCGCCGT GGGAAAACT GCTAT T GGCCG
GCGT GCCATCGCCTCGTATCGTATGCGTC
T CCCAT GGAGCCAT GCAT GCAGCGCGGCG
GGCCGACCT GCCACCGGT GGAT CGCGT CCG
GACACGT CGCGCCCCGGACCCCGACT GCee
T GGCT CCAT CGGCACCGT GCACCCAAAGC
GAT CCCACCCCCGATGCATCCTTTTCGTC
T CCCTGT CAGCT GGGT CCCAT CCAGCCAG
GT GCCGCC

SbGAMyb

Control negativo

183

T CT GGGAAGAACCAACAACCATCGGT CCG
AAGTTCAAGTTCTTCTGCT GGCACACCT
TGT GAGACT ACT ACGGT GGT TAGCCCAGA
GT TTGAT AT GGGCCAGGAAT AT T GGGAA
GAACAGCCTGGT TCTTTCCT CAGT GAAT
ATGCTCATTTTAGT GGAAATTCTTTGAC
CGAAT CCACTCCT

AtEm6

Control positivo

186

AGT TAAAGAACACGCGGCGAAGAAGT ACG
GCCACTACCACGTTCAAAGT ATACGT CAG
CT AAT AAAGT CAGACACGT GGCATGTCA
CCAAGAAAGAAGAGCAT ACGT ATGACGT
ACCGATTGT CCCT GAGT CACCACGT CGAA
CAT CCACGAT GCAACACAACCAAAACGCC
CTCCGGATTGA

SbGA20x3 “a”

ABRE y CEintactos

131

GGGCGCCGT GGGAAAACT GCT AT TGGCCG
GCGT GCCATCGCCTCGTATCGTATGCGTC
T CCCAT GGAGCCAT GCAT GCAGCGCGGCG
GGCCGACCT GCCACCGGT GGAT CGCGT CCG
GACACGT CGCGCCC

SbGA20x3 “b”

ABRE mutado y CE
intacto

131

GGGCGCCGT GGGAAAACT GCT AT TGGCCG
GCGT GCCATCGCCTCGTATCGTATGCGTC
T CCCAT GGAGCCAT GCAT GCAGCGCGGCG
GGCCGACCT GCCACCGGT GGAT CGCGT CCG
GACAAT T CGCGCCC

SbGA20x3 “c”

CEmutado y ABRE no
incluido

114

GGGCGCCGT GGGAAAACT GCT AT TGGCCG
GCGT GCCATCGCCTCGTATCGTATGCGTC
T CCCAT GGAGCCAT GCAT GCAGCGCGGCG
GGCCGACCT GCT T CCGGT GGAT CGCGT




Tabla suplementaria 3.2. Nombre y codigo de identificacion de proteinas

especies. Se indica ademas la base de datos correspondiente.
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GA20x para 8

Especie Nombre | Codigo de identificacionlD | Base de datos
Arabidopsis thaliana | GA2ox1 |ath:AT1G78440 KEGG
GA20x2 |ath:AT1G30040
GA20x3 | ath:AT2G34555
GA20x4 | ath: AT1G47990
GA20x6 | ath: AT1G02400
GA20x7 |ath: AT1G50960
GA20x8 | ath:AT4G21200
GA3ox1 |ath:AT1G15550
GA3o0x2 | ath:AT1G80340
GA30x3 | ath:AT4G21690
GA3ox4 | ath:AT1G80330
GA200x1 |ath:AT4G25420
GA200x2 |ath:AT5G51810
GA200x3 | ath:AT5G07200
GA200x4 |ath:AT1G60980
GA200x5 | ath:AT1G44090
Vitis vinifera GA20x1 | wvi:100258599 KEGG
GA20x2 | wvi:100248676
GA20x3 | wvi: 100244543
GA20x4 | vvi:100264177
GA20x5 | wi:100248356
Medicago truncatula | GA20x1 MTR_1g086550 KEGG
GA20x2 | MTR_ 29019370
GA20x3 | MTR_2g033270
GA20x4 | MTR_4g096840
Oryza sativa GA20x1 LOC_0s05¢g06670 Rice Genome
GA20x2 | LOC_0s01g22920.1 Annotation Project
GA20x3 LOC_0s01g55240.1 Database
GA20x4 | LOC_0s05g43880.1
GA20x5 |LOC_0s07g01340.1
GA20x6 |LOC_0s04g44150.1
GA20x7 |LOC_0s01g11150.1
GA20x8 | LOC_0s05948700.1
GA20x9 |LOC_0s02g41954.1
GA20x10 |LOC_0s05911810.1
GA20x11 |LOC_0s04933360.1
Sorghum bicolor GA20x1 | Sh09g004520
GA20x2 | Sb03g013450
GA20x3 | Sh03g035000
GA20x4 | Sb09g006490



http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=136522&type=locus
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Populus trichocarpa | GA20x1 |POPTR_550316 KEGG
GA20x2 |POPTR_409194
GA20x3 | POPTR_758699
GA20x4 | POPTR_765885
GA20x5 |POPTR_723959
GA20x6 |POPTR_822902
GA20x7 | POPTR_245496
Zea mays GA20x1 |zma:100281860 KEGG
GA20x5 |zma:100285694
GA20x6 |zma:100280480
GA20x7 |zma:100272456
GA20x8 zma:100192514
GA20x9 |zma:100284370

Figura suplementaria 3.1. Contexto genémico para el gen SbGA20x3. Se muestra la ubicacion,
polaridad y distancia (en pb) de los genes préximos a SbGA20x3 (Sobic.003G300800).

Chir3: 63165534 63226034
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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Transcript
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Sobic 00363010001
<TI0

Alt_Transcript
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Figura suplementaria 3.2. Relaciones filogenéticas para proteinas GA20xs. Las GA30xs y
GA200xs de Arabidopsis thaliana fueron incluidas para poder comparar con un grupo externo.
Las secuencias completas de las proteinas fueron alineadas usando Clustal WC (Thompson et al.
1997). Se utilizé6 MrBayes (Huelsenbeck & Ronquist, 2001) para construir un arbol filogenético
por inferencia bayesiana, con 1.500.000 generaciones. Se indican los valores de broostrap. Las
GAZ2o0xs se dividieron en tres grupos diferentes: I, 11 y I1l. Los miembros de los grupos |y Il
catabolizan C19-GAs, mientras que los del grupo Il catabolizan C20-GAs. At: Arabidopsis
thaliana; Bd: Brachypodium distachyon; Mt: Medicago truncatula; Os: Oryza sativa; Pt:
Populus trichocarpa; Sb: Sorghum bicolor; VVv: Vitis vinifera; Zm: Zea mayz.
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Figura suplementaria 3.3. Alineamiento de la secuencia de la sonda SbGA20x3 para los
genotipos de Sorghum bicolor 1S9530 y RedlandB2. Las secuencias se alinearon completamente
con el software Clustal W (Thompson et al., 1997).
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Figura suplementaria 3.4. Arquitectura de dominios de las proteinas GA2o0xs de
monocotileddneas del grupo I. Se muestra la similitud en composicion y ubicacién de los
dominios. La ShGa20x4 aparece como una version truncada de la SbhGA20x3.
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Figura suplementaria 3.5. Comparaciones entre los promotores de cada uno de los miembros
del grupo M3 (BdGA20x5, BAGA20x8, OsGA20x3 y OsGA20x4) y el promotor de ShGA20x3,
realizadas con la herramienta EARS, La linea punteada indica el p valor de corte (0.0001),
sugiriendo la existencia de los picos significativos 1 y 2 en todos los casos.
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