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RESUMEN

Las plantas con flores exhiben una notable flexibilidad reproductiva, pudiendo reproducirse tanto
sexual como asexualmente. En la reproduccién sexual, se produce la doble fertilizacién en la cual
los gametos de cada sexo, reducidos por meiosis, se fusionan para dar origen al embrién y el
endosperma respectivamente. No obstante, algunas angiospermas optan por estrategias
reproductivas distintas, formando el embridn sin meiosis ni fecundacion, generando descendientes
genéticamente idénticos a la planta madre; este fendmeno se conoce como apomixis. En la
apomixis, la falta de meiosis (apomeiosis) y la ausencia de fecundacion dan lugar al embridn por
partenogénesis. La manipulacién de la apomixis tiene como obijetivo fijar la heterosis para rasgos
de interés, presuponiendo que los hibridos apomicticos mantendran su potencial y constitucidn
multigénica compleja a lo largo de generaciones mediante la propagacion clonal por semilla.

Eragrostis curvula, también conocido como pasto llorén, es una pastura perteneciente a la familia
Poaceae. Es originario de Sudafrica y se ha naturalizado en regiones semiaridas de Argentina. Esta
especie presenta diversos citotipos con distintas ploidias (2x-8x) y diferentes modos reproductivos,
incluyendo apomicticos obligados, facultativos y sexuales. Uno de los elementos clave en la apomixis
es la partenogénesis, un proceso poco conocido a nivel genético. En investigaciones previas en
Pennisetum squamulatum, se identificé que el gen PsASGR-BABY BOOM:-like, también llamado PLT6,
el cual desempefia un papel crucial como determinante de la partenogénesis, encontrandose en
multiples copias en una region ligada a la apomixis.

Actualmente, E. curvula cuenta con extensos recursos de secuenciacion genética, transcriptémica
y epigenética, lo que nos permite determinar la expresidn y la posible funcién de la familia Plethora
(PLTs), que incluye a BBM. El presente estudio se enfocd en la busqueda de genes ortdlogos a la
familia de genes PLTs de arroz en E. curvula.

En primer lugar se tomaron los genes de la familia de PLTs de arroz de bases de datos y se buscaron
ortdlogos en pasto llorén. Se realizé un alineamiento de los genes y se construyd un arbol
filogenético. Posteriormente, se disefiaron cebadores especificos para obtener amplicones de
genotipos con diferentes modos reproductivos (sexual: OTA-S, apomictico facultativo: Don Walter
y apomictico obligado: Tanganyika). Los amplicones fueron clonados, secuenciados y analizados en
busca de diferencias. Los resultados revelaron la presencia de los genes PLT5 y PLT6 tanto en el
genotipo sexual OTA-S como en los genotipos apomicticos facultativos Don Walter y obligados
Tanganyika. Se confirmé la presencia de los genes PLTs en genotipos de E. curvula, respaldando la
hipdtesis de conservacién de la familia PLT en la familia Poaceae. Ademas, se identificaron
variaciones alélicas en PLT5 y PLT6, resaltando la diversidad genética de E. curvula y sugiriendo
posibles implicaciones en la regulacidn y expresidn génica asociadas a la partenogénesis.



Introduccion

Reproduccion

Las plantas con flores, conocidas como angiospermas, presentan una notable flexibilidad
reproductiva, lo que les permite llevar a cabo tanto la reproduccidn sexual como la asexual. En el
tipico proceso de reproduccion sexual, durante la formacién del saco embrionario (gametofito
femenino), la célula madre de la megaspora (CMM) experimenta una division meidtica, dando lugar
a cuatro megasporas reducidas (n) dispuestas en forma lineal. Normalmente las tres megasporas
gue estan mas cerca del micrépilo degeneran, mientras que la restante continla el proceso de
formacidn del gametofito. Esta megaspora en crecimiento experimenta tres divisiones mitéticas
sucesivas, lo que resulta en un saco embrionario (SE) que contiene un total de ocho nucleos.
Posteriormente, se forman las paredes celulares diferencidndose siete células: tres antipodas
situadas en el extremo del SE proximo a la chalaza, dos sinérgidas, la oosfera u ovocélula (situadas
cerca del micropilo) y finalmente una célula central en la que se encuentran los dos nucleos llamados
polares (Figura 1A).

Una vez formado el gametofito femenino, se produce un proceso crucial denominado doble
fecundacidn, en el cual uno de los nucleos del grano de polen (gametofito masculino) se fusiona con
la oosfera, dando lugar a un cigoto 2n que se desarrollara posteriormente para formar el embrién
de la semilla (Figura 1B). Otro nucleo del gametofito masculino se fusiona con los dos nucleos
reducidos de la célula central, resultando en un nucleo triploide (3n) que dara lugar al endospermo
(Cortés Benavides, 1985). A través de multiples divisiones mitdticas, se forma finalmente una semilla
madura que contendra tanto el embriéon como el endospermo.
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Figura 1. Posicidn de células y nucleos en el saco embrionario y tubo polinico. Proceso de doble
fecundacidn (Tomado de http://www.biologia.edu.ar/plantas/flores.htm).

Es importante destacar que la formacién del SE descrito es el proceso mas frecuente en las
angiospermas para la formacion de semillas. Sin embargo, no todas las angiospermas siguen este
patron reproductivo. Algunas utilizan estrategias reproductivas alternativas que les permiten
generar descendientes genéticamente idénticos a la planta madre, es decir, clones. Estas formas
alternativas de reproduccion asexual por semilla se conocen como apomixis (Bicknell et al., 2016).



La apomixis en plantas se puede clasificar en esporofitica, en la cual el embrién se forma a partir de
células somaticas del tegumento del évulo, o gametofitica en la cual el SE desarrolla a partir de Ia
CMM o células no reducidas del nucelo. A su vez la apomixis gametofitica se divide en diplospdrica
0 aposporica dependiendo de si el SE desarrolla a partir de la CMM o de células del nucelo,
respectivamente.

La apomixis estd constituida por tres componentes claves: apomeiosis (falta de meiosis),
partenogénesis (desarrollo del embrién sin fecundacién) y pseudogamia. En el contexto de la
apomixis diplospérica, la apomeiosis es el proceso central que distingue este fendmeno. La CMM,
en lugar de someterse a una reduccidon meiética, lleva a cabo 2 o 3 divisiones mitdticas sucesivas.
Este evento conduce a la formaciéon de un SE que contiene un numero variable de nucleos no
reducidos (2n), estableciendo la base para el desarrollo apomictico de la semilla.

En las plantas apomicticas el endospermo puede formarse a partir de la fusién de los nucleos polares
presentes en el SE con un nucleo espermatico proveniente del polen (pseudogamia) o, esta fusiéon
no es necesaria, y el endospermo se desarrolla de manera auténoma.

Por otro lado, la partenogénesis es un aspecto distintivo de la apomixis gametofitica. Esta, se
caracteriza por la ausencia fecundacidn resultando en el desarrollo del embridn sin la necesidad de
la contribucidn de gametos masculinos. Este proceso, junto con la apomeiosis, lleva a la produccidn
de descendientes genéticamente idénticos a la planta madre.

Importancia de la apomixis

Comprender los mecanismos genéticos que regulan la apomixis no solo reviste una gran importancia
en el dmbito de la biologia evolutiva, sino que también podria generar un profundo impacto en la
agricultura. Se ha estimado que los beneficios derivados de este conocimiento podrian superar
ampliamente los logros de la revolucion verde (Grossniklaus et al., 1998).
Uno de los objetivos primordiales de manipular la apomixis estad relacionado al mejoramiento
vegetal con la posibilidad de asegurar la heterosis en la primera generacién de cruzamientos (F1)
para la incorporacion de rasgos de interés (Kumar et al., 2017). La eliminacién de la reproduccién
sexual y, por ende, la recombinacidon genética, permitiria la consolidacién de combinaciones
genéticas favorables. La utilizacién de esta tecnologia se convertiria en una herramienta sumamente
valiosa para el mejoramiento genético. Cualquier combinacidn genética que albergue caracteristicas
deseables y porte los factores que gobiernan la apomixis podria mantenerse o multiplicarse como
una réplica exacta durante innumerables generaciones a través de la multiplicacion por semillas.
Esto eliminaria la necesidad de realizar cruzamientos anuales en las especies donde se utilizan
hibridos.

La implementacién de esta tecnologia aceleraria la produccion de semillas, ademas de reducir
significativamente los costos de produccion de hibridos a gran escala. Esto, a su vez, facilitaria la
propagacion por semilla de variedades que han demostrado ser comercialmente exitosas y suelen
propagarse vegetativamente por sus niveles de heterosis.



Componente genético de la partenogénesis

Uno de los componentes de la apomixis es |la partenogénesis (desarrollo espontaneo de un embrion
a partir de un évulo no fecundado). Debido al gran interés que existe sobre este proceso, se han
llevado a cabo esfuerzos para identificar los genes involucrados en la partenogénesis.

Durante mucho tiempo se pensé que la partenogénesis en las angiospermas es un proceso
disparado por la apomeiosis y se desconocia si ocurre independientemente de ella. Ademas, se
supuso que el control genético de la partenogénesis y la apomeiosis dependian de un solo gen
(maestro) o de un locus con genes estrechamente vinculados (Mogie, 1992). Sin embargo, algunos
modelos genéticos (Richards, 1970; Nogler, 1984; Asker y Jerling, 1992), el mapeo genético y otros
estudios (Vijverberg y van Dijk, 2007; Hand y Koltunow, 2014), muestran que la partenogénesis es
capaz de segregarse de la apomeiosis en algunas especies apomicticas. Una de las primeras pruebas
de esto proviene de cruzamientos en el diente de leén (Taraxacum officinale), donde se observé
que la partenogénesis, la apomeiosis y la formaciéon auténoma del endospermo se regulan
independientemente (van Dijk et al., 1999). Poco después, se demostrd la herencia separada de
apomeiosis y partenogénesis en Erigeron annuus (Noyes, 2000; Noyes y Rieseberg, 2000). Otros
estudios posteriores confirmaron la existencia de un locus determinante de la formacién auténoma
del endospermo, que se halla separado de los que regulan la apomeiosis y la partenogénesis (Noyes
et al., 2007).

Aunque es poco conocida su base genética, en Pennisetum squamulatum, se hallé un locus
fuertemente ligado a la partenogénesis, en el cual se encuentran multiples copias de un gen de la
familia de BBM (Conner et al., 2015). A este locus se lo denomino regién gendmica especifica de la
aposporia (ASGR; apospory-specific genomic region). Plantas transgénicas con el gen PSASGR-BABY
BOOM-like (PsASGR-BBML) pueden inducir partenogénesis en el pariente sexual tetraploide
Pennisetum glaucum, respaldando su funcidn. En un estudio mas reciente, se demostré en plantas
transgénicas de arroz y maiz que el gen PsASGR-BBML también es capaz de inducir partenogénesis
en 6vulos reducidos (Conner et al., 2017). Esto demuestra claramente que la partenogénesis es
completamente funcional en contextos reducidos y no reducidos, y confirma que la partenogénesis
es capaz de actuar independientemente de la ploidia de la ovocélula.

El gen PsASGR-BBML forma parte de la familia de los PLTs los cuales cuentan con al menos un
dominio APETALA2/ETHYLENE RESPONSIVE FACTOR (AP2/ERF). En Arabidopsis thaliana, existen
ocho genes aintegumenta-like (AIL) dentro de los cuales se encuentran los genes BBM,
AINTEGUMENTA (ANT) y PLETHORA (PLT) (Horstman et al., 2014). La secuencia de la proteina
PsASGR-BBML es muy similar a otros genes BBML de especies apomicticas relacionadas: Cenchrus
ciliaris y Pennisetum spp., pero también a los genes BBM en Setaria italica (mijo cola de zorro), Oryza
sativa (arroz), Zea mays y Sorghum bicolor (Conner et al., 2015). Se descubrié que el gen BBM1 de
arroz (Os-BBM1) también es capaz de iniciar la embriogénesis en évulos no fecundados en plantas
de arroz transgénicas (Khanday et al., 2019). Esto respalda la estrecha relacion entre PSASGR-BBML
con Os-BBM1 y su funcionalidad asociada a la partenogénesis.



Familia de genes PLETHORA (PLTs)

La familia de genes Plethora (PLTs) comprende un conjunto de 10 genes que codifican factores de
transcripcién con el dominio AP2. Entre las funciones de algunos de estos genes se destacan: La
regulacion del desarrollo embrionario y la embriogénesis en plantas, incluyendo funciones
esenciales para la proliferacién y el mantenimiento de las CMM entre otras (Luongt et al., 2021).

La similitud funcional y estructural entre estos genes y PSASGR-BABY BOOM:-like (también conocido
como PLT6) es fundamental para comprender los mecanismos detras de la partenogénesis y la
apomixis en plantas. Se han identificado 10 miembros de OsPLT en arroz (Figura 2). Segun este
analisis, el patrén de expresion de los genes OsPLT podria clasificarse en tres tipos: preferencial de
raiz (OsPLT1-5), preferencial de tallo (OsPLT7-9) y preferencial de semillas (OsPLT6 y OsPLT10). Los
patrones de expresién de cada gen, como OsPLT2-5 en raiz primaria y base del tallo, OsPLT1 en
distintos tejidos, y OsPLT10 en semilla, indican funciones diferenciadas en el desarrollo vegetal
(Luongt et al., 2021).

Eragrostis curvula

El pasto llordn, originario de Sudafrica y miembro de la familia Poaceae, se ha extendido por todo
el mundo gracias a sus excepcionales caracteristicas como planta forrajera y su habilidad para
estabilizar médanos en entornos aridos con suelos arenosos. Esta graminea, se distingue por su
notable rusticidad, demostrando su capacidad para prosperar en suelos con baja fertilidad, al mismo
tiempo que consolida terrenos de textura suelta propensos a la erosién. En Argentina, se cultiva
extensamente como forraje en la zona semidrida templada del pais, con un potencial para abarcar
una superficie que supera las 252.000 hectdreas de pasto lloron implantado, seglin datos del INDEC
en 2018.

Esta especie comprende un conjunto de citotipos con diferentes niveles de ploidia, que van desde
2X hasta 8X (donde X = 10), siendo los diploides raros en la naturaleza, y la mayoria son poliploides,
existiendo ademas formas aneuploides (Meier, 2019). Esta especie forrajera, se ha convertido en un
modelo para el estudio de la apomixis, ya que presenta genotipos sexuales, apomicticos obligados
y apomicticos facultativos en los cuales coexisten en una misma planta sacos embrionarios sexuales
y apomicticos. Eragrostis curvula presenta una forma Unica de desarrollo del SE conocida como tipo
Eragrostis. Esta peculiaridad se distingue por la ausencia completa de meiosis y la realizacion de dos
rondas de mitosis en lugar de tres durante el desarrollo del SE. La falta de una ronda de mitosis
produce un SE tetranucleado en el cual se diferencian el ndcleo polar, dos sinérgidas y la ovocélula.
Este desarrollo del SE se caracteriza por mantener la misma relacién de ploidia entre el embridn
(2n) y el endospermo (3n), tanto en semillas originadas por sexualidad como por apomixis, un rasgo
muy deseable para la potencial transferencia de la apomixis a otras especies de importancia
econdmica, ya que desbalances en esta relacién pueden provocar semillas inviables (Voigt y Bashaw,
1976). Este tipo de apomixis ha convertido a E. curvula en un modelo excepcional para el estudio y
la transferencia de este caracter (Carballo et al., 2021).



LOC_OsPLT1

Query seq. _

Specific hits a2 a2
Superfanilies P2 superfami pn surertam
LOC_OsPLT2

Query seq, I — |

Specific hits -

Superfanilies P2 surariam

LOC_OsPLT3
1 1 il 200 400 S8 (11] Te0

ey e, | ——m

Specific hits a2 a2
Superfanilies [T FP2 guperian
LOC_OsPLT4

Query seq, ——— ...

Specific hits a2 a2
Superfanilies R superfamil HP2 superfom
LOC_OsPLTS
1 100 200 " ™ S0 e 645

—-—-—-——

Specific hits - AP2 - APZ
Superfanilies P2 paparianil P2 superian
LOC_OsPLT7
1 188 F11) e E1L] A11] 111} 2
Uy e, ——————————— et
Specific hits - AP2 - APZ
Superfanilies BEZ sardand BE2 surerfas
LOC_OsPLTS

Query seq., I ———————————————

Specific hits -
Superfanilies AP2 .mru-.|
LOC_OsPLT9

1 ] 20 e 3%

Query seq. _—_—

LOC_OsPLT10
1 1o n a0 13

Quory seq. I ——————————————————————

Specific hits -

Superfanilies W2 surerian
Figura 2. Analisis de la secuencia y dominios de los genes PLETHORA de la base de datos del Centro
Nacional para la Informacién Biotecnoldgica (https://www.ncbi.nlm.nih).

Esta especie comprende un conjunto de citotipos con diferentes niveles de ploidia, que van desde
2X hasta 8X (donde X = 10), siendo los diploides raros en la naturaleza, y la mayoria son poliploides,
existiendo ademas formas aneuploides (Meier, 2019). Esta especie forrajera, se ha convertido en un
modelo para el estudio de la apomixis, ya que presenta genotipos sexuales, apomicticos obligados
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y apomicticos facultativos en los cuales coexisten en una misma planta sacos embrionarios sexuales
y apomicticos. Eragrostis curvula presenta una forma unica de desarrollo del SE conocida como tipo
Eragrostis. Esta peculiaridad se distingue por la ausencia completa de meiosis y la realizacién de dos
rondas de mitosis en lugar de tres durante el desarrollo del SE. La falta de una ronda de mitosis
produce un SE tetranucleado en el cual se diferencian el ntcleo polar, dos sinérgidas y la ovocélula.
Este desarrollo del SE se caracteriza por mantener la misma relacién de ploidia entre el embridn
(2n) y el endospermo (3n), tanto en semillas originadas por sexualidad como por apomixis, un rasgo
muy deseable para la potencial transferencia de la apomixis a otras especies de importancia
econdmica, ya que desbalances en esta relacion pueden provocar semillas inviables (Voigt y Bashaw,
1976). Este tipo de apomixis ha convertido a E. curvula en un modelo excepcional para el estudio y
la transferencia de este caracter (Carballo et al., 2021).

El pasto llordn, sigue siendo un objeto de interés destacado en la investigacion bioldgica debido a
su asombrosa diversidad reproductiva y las valiosas aplicaciones que posee en el ambito agricola.
Actualmente, E. curvula dispone de una rica coleccidon de recursos de secuenciacién genética,
transcriptémica y epigenética que podrian servir como una base fundamental para la identificacién
de la familia de genes ortdlogos a los PLTs de arroz, que incluye a BBML. Estos recursos gendmicos
y transcriptémicos representan una oportunidad para avanzar en la comprensidn de los mecanismos
gue participan en los procesos de la apomixis en esta especie.
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Hipotesis:

La familia de genes PLT esta conservada en la familia Poaceae y estd presente en genotipos
apomicticos de E. curvula.

Objetivos:
Objetivo general:

Identificar y clasificar la familia de los PLTs en E. curvula. Estudiar in silico la presencia/ausencia de
genes de la familia PLT en E. curvula y utilizando cebadores disefiados sobre secuencias gendmicas
de genotipos sexuales y apomicticos.

Objetivos especificos:

1. Busqueda en bases de datos de genes de la familia PLT en especies de la familia Poaceae, como
por ejemplo, arroz.

2. Identificacion de los PLTs en pasto llorén a través de analisis bioinformaticos sobre bases de datos
disponibles en nuestro laboratorio.

3. Analizar comparativamente la estructura de los genes vy la filogenia.

4. Disenar cebadores para amplificar regiones especificas de los genes en distintos genotipos de
pasto llordn.

5. Analizar la secuencia de los genes amplificados en genotipos de E. curvula.

12



Materiales y métodos

Material vegetal

Se utilizaron plantas de los genotipos Don Walter (DW, apomictico facultativo), Tanganyika (T,
apomictico obligado) y OTA-S (OTA, sexual), tomadas de la coleccion de germoplasma existente en
el CERZOS-CCT Bahia Blanca. Las plantas utilizadas en esta tesis se encuentran en macetas de 3 Len
el invernadero del CERZOS con riego periddico, fotoperiodo natural y a una temperatura de 25 +/-
5°C.

Busqueda de ortélogos en base de datos

Con el fin de identificar los genes ortdlogos de la familia de los PLTs en E. curvula, se consultaron las
bases de datos de la especie la cual cuenta con la anotacién de los dominios para cada uno de los
genes. De esta forma, se aislaron todas las secuencias que contienen el domino AP2/ERF (pfam
ID.00847) en los genotipos Victoria y Don Walter. Para clasificar la familia de los PLTs en E. curvula,
se utilizaron los genes previamente identificados en arroz (Li et al., 2011). Para ello, se descargaron
las secuencias codificantes de los PLTs de arroz desde la base de datos Ensembl Plants (EMBL-EBI,
2023). Luego, se empled el software Bioedit (Hall, 1999) para realizar alineamientos de a pares entre
las secuencias de los PLTs de arroz y las obtenidas con dominio AP2/ERF en E. curvula. Finalmente,
se construyeron arboles filogenéticos utilizando MEGAX (Kumar et al., 2018) con el modelo
Maximum Likelihood para cada uno de los genotipos pudiendo identificar y clasificar los genes
ortdlogos a los PLTs de arroz en E. curvula.

Disefio de cebadores

En el proceso de disefio de cebadores, se empled la herramienta PrimerQuest (www.idtdna.com).
Para asegurar la eficacia y especificidad de los cebadores se siguieron los pardmetros estandar
proporcionados por el software. Como punto de partida para el disefio de cebadores se utilizaron
las secuencias gendmicas obtenidas a partir del analisis del arbol filogenético. Se generd un par de
cebadores, uno en sentido directo (forward) y otro en sentido inverso (reverse), para cada una de
las secuencias gendmicas seleccionadas.

Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

Con los cebadores disefiados, se realizaron reacciones de PCR con ADN de distintos genotipos de E.
curvula utilizando un ciclador BioRad MyCycler. El ciclo de PCR consistié de una desnaturalizacion
inicial del ADN durante 5 min a 94°C, seguida de 35 ciclos de amplificacién de 30 seg a 94°C, 30 seg
a 58°Cy 30 seg a 72°C y una extension final de 5 min a 72°C. Para garantizar la especificidad de los
cebadores, se calculé la temperatura de hibridacién (annealing) de manera que fuera menor o igual
a la temperatura mas baja de fusién (Melting) de todos los pares de cebadores utilizados. Una vez
obtenidos los productos de PCR, se realizaron electroforesis en geles de agarosa al 1% en buffer TAE
(Tris 40 mM, acido acético 40 mM, EDTA 1 mM, pH 8) a voltaje constante de 90V. Para la
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visualizacidn de los fragmentos de ADN, se utilizé el colorante Eco gel, y los geles se revelaron bajo
luz ultravioleta en un transiluminador. Luego se analizaron los tamafios de los fragmentos usando
como referencia un marcador de peso molecular conocido (DNA ladder 100 pb, Genbiotech).

Clonado de fragmentos amplificados

Los fragmentos amplificados por PCR fueron clonados en vectores pGEM®-T Easy (Promega) para su
posterior incorporacién en bacterias, purificacion del pldsmido y secuenciacién. Para realizar la
ligacion de los productos de PCR, se empled el kit pGEM®-T Easy siguiendo el protocolo
proporcionado por el fabricante (Tabla 2). Ademas, se realizd un control positivo (previsto por el
kit), y un control negativo. Los reactivos se mezclaron por pipeteo y se incubaron durante toda la
noche a 4°C, siguiendo el protocolo para obtener el nimero maximo de transformaciones.

Tabla 2. Composicion de la reaccion de clonado con el kit pGEM®-T Easy.

2X Buffer de ligado rapido, T4 ADN ligasa 1,75 ul
PGEM - T Easy Vector (50ng) 0,35 pl
T4 ADN ligasa 0,35 pl
Producto de PCR 1,1l

Se utilizaron bacterias Escherichia coli cepa DH5a competentes, previamente tratadas con Ca?*. Para
la transformacién, se tomaron 50 pL de bacterias, se les agregd el producto de la ligacién (3,55 ul) y
se realizé un shock térmico para aumentar la permeabilidad de las membranas celulares y permitir
gue las bacterias incorporaran los plasmidos con los genes de interés. Este procedimiento se realizé
de la siguiente manera:

1. Se colocaron los tubos en un bafio de hielo y se incubaron durante 20 min.
Se realizd el shock térmico transfiriendo los tubos a un bafio de agua a 42°C durante 45-50
seg, evitando agitar los tubos.

3. Luego, los tubos se volvieron a colocar sobre hielo y se incubaron durante 2 min.

Al finalizar el procedimiento, se adicionaron 600 ul de medio LB sin ampicilina a cada tubo, lo que
permite a las células transformadas expresar el gen de resistencia a la ampicilina presente en el
plasmido. Posteriormente, los tubos se incubaron a 37°C durante 60 min con agitacién (150 rpm).
Transcurrido el tiempo de incubacidn, se procedio a la centrifugacidn de los tubos a 3500 rpm para
eliminar el sobrenadante. Luego, se recolectaron los sedimentos celulares (pellets) y se sembraron
50 ul de cada uno de los tubos en cajas de Petri previamente preparadas con medio LB selectivo.

Para el cultivo de las bacterias se prepararon placas de Petri con medio LB selectivo que consistio
en 200 ml de medio LB con agar, a la que se agregaron 0,32 ml de X-gal (50 mg/ml), 0,2 ml de
ampicilina (100 mg/ml) y 1 ml de IPTG 0,12 M. El crecimiento selectivo de las bacterias
transformadas se produce por la presencia en el medio del antibidtico de seleccién. Luego, el
sistema IPTG/ X-gal es el que permite distinguir las bacterias que solo tienen el vector (azules) de
aquellas que tienen vector+inserto (blancas). Se tomaron 3 colonias blancas de cada una de las 7
placas de Petri pertenecientes a las bacterias transformadas con el producto de ligacion. Estas
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colonias se transfirieron a tubos individuales que contenian 5 ml de medio LB liquido con ampicilina.
En total, se prepararon 21 tubos para este procedimiento, los cuales se incubaron en agitacion a
37°C durante toda la noche.

Purificacion del ADN plasmidico (Miniprep)

Se utilizé el kit DNA Puriprep P-kit (Inbio Highway®). Al comenzar, se tomaron 1,5 ml de cada tubo
de cultivo de bacterias y se sometieron a una centrifugaciéon de 2 min a 12.000 g, se descarto el
sobrenadante y se volvid a agregar cultivo de bacterias repitiendo este proceso tres veces. Luego,
se descarto el sobrenadante y se resuspendié el pellet (sedimentos bacterianos) en un total de 250
ul de buffer BR, que contenia ARNasa, luego se utilizd un vdrtex para asegurar que no queden
cumulos sin resuspender. Después, se agregaron 250 pl de buffer BL y se agitaron 5 veces por
inversion, evitando el uso del vortex para prevenir la degradacién del ADN plasmidico. Se incubd la
mezcla durante 5 min a temperatura ambiente. Luego se adicionaron 350 pl de buffer BN para
neutralizar el lisado y se invirtid el tubo varias veces, lo que produjo la formacidn de un precipitado
blanco. Finalmente, la muestra se centrifugd durante 10 min a 12.000 g.

Para la purificacion del plasmido se realizaron las siguientes etapas:

Colocar una columna en un tubo colector individual para cada uno de los 21 tubos.
Transferir el sobrenadante de cada tubo a su respectiva columna, con especial cuidado para
evitar que pasen rastros de sedimento. Luego, se centrifugd durante 1 min a 12.000 g.

3. Vaciar el tubo colector y volver a colocar la columna en él.

4. Agregar sobre las paredes de la columna 500 pl de buffer BLavl. Centrifugar 1 min a
12.000g. Descartar el filtrado. Colocar la columna en el tubo colector.

5. Agregar sobre las paredes de la columna 700 ul de buffer BLav2. Centrifugar 1 min a
12.000g. Descartar el filtrado. Colocar la columna en el tubo colector.

6. Realizar una segunda centrifugacion de 3 min a 12.000 g para eliminar cualquier resto de
buffer BLav2.

7. Colocar las columnas en tubos de 1,5 ml etiquetados y dejarlos destapados durante 15 min
para permitir la evaporacion de los restos de etanol.

8. Agregar 50 ul de agua en cada columna y dejar incubar durante 10 min a temperatura
ambiente.

9. Finalmente, se centrifugd durante 2 min a 12.000 g para provocar la elucién del ADN
plasmidico en el tubo.

10. Los plasmidos obtenidos se conservaron a -20°C para su posterior uso

Para evaluar la calidad de los fragmentos gendmicos insertos en los plasmidos obtenidos, se llevod a
cabo la digestion de los plasmidos con la enzima de restriccién EcoRl, seguida de una electroforesis
en geles de agarosa al 1,5%.

Una alicuota de los plasmidos fue enviada para ser secuenciada utilizando los servicios de
Secuenciacion de Macrogen (Corea del Sur).
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Resultados y Discusion

Busqueda en bases de datos de genes de la familia PLT en arroz
Para clasificar la familia de los PLTs en E. curvula, se utilizaron los genes previamente identificados
en arroz (Tabla 1, Li y Xue, 2011).

Tabla 1. Miembros de la familia de genes Plethora (PLT) en Oryza sativa. Modificado de Li y Xue

(2011).
Gen TIGR locus ID pares de bases (pb) Dominio
OsPLT1 LOC_0Os04g55970 3887 AP2
OsPLT2 LOC_0Os06g44750 3363 AP2
OsPLT3 | LOC_0s02g40070 4145 AP2
OsPLT4 LOC_0s04g42570 3874 AP2
OsPLTS LOC_0Os01g67410 3676 AP2
OsPLT6 LOC_0Os11g19060 4863 AP2
OsPLT7 LOC_0s03g56050 3394 AP2
OsPLT8 LOC_0s07g03250 4689 AP2
OsPLT9 LOC_0s03g12950 3722 AP2
OsPLT10 | LOC_0s03g07940 4148 AP2

Con el objetivo de identificar genes ortdlogos a la familia de los PLTs de arroz que albergan el

dominio AP2/ERF, se localizaron en las bases de datos de E. curvula aquellos genes que poseen el

dominio (Pfam PF00847). Se identificaron 367 genes pertenecientes al genotipo DW y 140 al

genotipo Victoria. Ya que no todos los genes que contienen el dominio AP2/ERF corresponden con

PLTs (i.e.; todos los PLTs tienen domino AP2/ERF pero no todos los genes que contienen AP2/ERF

son PLTs), se realizd un primer filtrado generando arboles filogenéticos y descartando aquellos

genes que no agruparon con los PLTs de arroz. Para realizar un analisis comparativo de las proteinas,

se llevaron a cabo alineamientos de a pares utilizando el software BioEdit (ANEXO A). Este proceso

implico la comparacidn entre las secuencias de los PLTs de arroz y aquellas obtenidas con dominio

AP2/ERF en E. curvula para los genotipos DW (Figura 3) y Victoria (Figura 4).
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Figura 3. Alineamiento de secuencias proteicas del genotipo Don Walter con dominio AP2/ERF con

PLTs de arroz.
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Figura 4. Alineamiento entre secuencias proteicas del genotipo Victoria con dominio AP2/ERF con

PLTs de arroz.
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Los resultados de los alineamientos de proteinas de los genes de DW vy los genes de Victoria,
comparados con las secuencias proteicas de los PLTs de arroz, revelan la conservacién y presencia
del dominio AP2. Es relevante senalar que, aunque el PLT9 de arroz ha sido clasificado como PLT,
durante este andlisis no se identific el dominio AP2.

A continuacidn, se generaron arboles filogenéticos mediante el software MEGA X (Kumar et al.,
2018) utilizando el modelo de Maximum Likelihood (Figura 5). El analisis de estos arboles tuvo como
objetivo identificar qué PLTs, previamente identificados en arroz, se corresponden con las
secuencias genéticas identificadas en E. curvula. Este proceso resulté fundamental para el disefio
de nuevos cebadores destinados a amplificar estas regiones especificas en los genotipos de DW,
OTAYT.
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maker-ScATAge 718-snap-gens-45.17-mRMNA-1
LOGC Os03g07940.1 1 OsPLT10
maker-Contig3-snap-gene-416.22-mRMNA-1
maker-ScATAge 2019-augustus-gene-0.13-mRMNA-1
LOC Os03g12950.1 1 OsPLTS
miaker-Contig3-augustus-gene-387 47-mRMA-1

W

LOC Os03g56050.1 1 OsPLT7

LOC Os07g03250.1 1 OsPLTS
—‘;7 maker-Contigh-augustus-gene-428. 0-mRNA-1
maker-ScATAge 573-snap-gens-0.60-mRMA-1
maker-Contigh-augustus-gene-406. 5-mRNA-1

| augustus masked-Contig3-processed-gene-67.41-mRMNA-1

Figura 5. Arbol filogenético entre PLTs de arroz y genes con dominio AP2 de Don Walter y Victoria
utilizando el modelo de Maximum Likelihood. Se observan remarcados en amarillo los PLTs
identificados en arroz y remarcados con verde los genes utilizados para la generacién de cebadores.

El analisis filogenético de los PLTs demostré que, si bien existen algunos agrupamientos ambiguos,
los 10 genes PLTs de arroz tendrian un gen ortélogo en E. curvula. Algunos genes de arroz, entre
ellos el PLT5 y PLT6 que corresponden a BBM3 y BBM1 respectivamente, presentaron agrupacién
inequivoca con los genes hallados en los genotipos DW vy Victoria. De este analisis se generaron los
cebadores que se utilizaron para la amplificacion de los fragmentos de PLTs en ADN.

Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la amplificacién de fragmentos de los genes PLT 3, 5.3 y 6.3 se disefiaron y utilizaron los
cebadores de la Tabla 3.
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Tabla 3. Cebadores especificos utilizados la amplificacién de los PLT 3, 5y 6 en los genotipos Don
Walter, OTA-S y Tanganyika.

Primers Secuencia Temperatura de
Melting
PLT 3 Forward CAAGCAAGGATAGGGAGAGTTG 62°C
PLT 3 Reverse CCAGTTGTTGGCGGAGTAG 64°C
PLT 3gPCR TACCAGTTCTCGCAGGGAT 58°C
PLT 5 Forward TGCTTCAACATCCCTCAAGAT 60°C
PLT 5 Reverse CCAGCTCCTTCTCGTAGTTATTT 66°C
PLT 6 Forward GCACAGATGGACAGGAAGAT 60°C
PLT 6 Reverse CCCTTCCAATTCTTGCTTGC 60°C

Se logré amplificar el fragmento esperado con los cebadores disefiados de PLT 3F/R, 3.5q F/R, 5.3
F/Ry 6.3 F/R. En el caso del PLT 3, se obtuvo Unicamente la amplificacion de la secuencia dentro del
genotipo T (Figura 6). Para el PLT 3q, solo se observé la amplificacidn perteneciente al genotipo DW
(Figura 6). En cuanto a los cebadores para los PLT 5 (Figura 6) y PLT 6 (Figura 7), se logré la
amplificacidn en los tres genotipos evaluados.

El hecho de que los genes PLT5 y PLT6, asociados previamente con la partenogénesis, estén
presentes en los tres genotipos estudiados, donde el genotipo OTA es sexual, sugiere que las
variaciones en los mecanismos de reproduccion podrian atribuirse a diferencias en la expresién de
estos genes 0 a otros mecanismos regulatorios.

Figura 6. Gel de agarosa al 1% donde se observa la amplificacidén con los cebadores disefiados para
los PLT en genotipos de E. curvula (flechas naranjas). Calles 1 a 4: PLT 3 en los genotipos DW, OTAy
Ty blanco. Calles 5 a 8: PLT 3q en los genotipos DW, OTA y Ty blanco. Calles 9 a 12: PLT 5 en los
genotipos DW, OTA y T y blanco.. Calle L: Marcador de peso molecular 100pb (flecha azul indica
fragmento de 500 pb).
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Figura 7. Gel de agarosa al 1% donde se observa el fragmento amplificado (flecha roja) con los
cebadores disefiados para el PLT 6 en los genotipos Don Walter (calle 1), OTA-S (2) y T (3). Calle 4:
Marcador de peso molecular 500 pb (flecha indica fragmento de 2500 pb).

Clonado de fragmentos amplificados

Se seleccionaron las colonias de bacterias que fueron transformadas con el fragmento amplificado
por PCR (colonias blancas). Para chequear la insercion del fragmento deseado se llevé a cabo la
digestion de los pldsmidos con la enzima EcoRlI, seguida de una electroforesis en gel para evaluar la
calidad de los fragmentos gendmicos insertos en los pldasmidos obtenidos. En la Figura 8 se observa
gue solo dos colonias de las bacterias evaluadas no presentaron el pldsmido con el inserto (3 y 4),
observandose en el gel solo el plasmido (una sola banda).
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Figura 8. Gel de agarosa al 1,5% tefiido con bromuro de etidio donde se observa la digestion de los
plasmidos aislados de E. coli. Calle 1: Marcador de peso molecular 500 pb. Calles 2 a 4: Colonias con
fragmento PLT 3 de T. Calles 5 a 7: Colonias con fragmento PLT 5 de OTA. Calles 8 a 10: Colonias con
fragmento PLT 5 de DW. Calles 11 a 13: Colonias con fragmento PLT.3 de T. Calle 14: Plasmido
control positivo. Calles 15 a 17: Colonias con fragmento PLT 6 de OTA. Calles 18 a 20: Colonias con
fragmento PLT 6 de DW. Calles 21 a 23: Colonias con fragmento PLT 6 de T. Calle 24: Plasmido control
positivo.

Andlisis de las secuencias clonadas

Se recibieron las secuencias para cada uno de los 19 plasmidos que presentaron el fragmento de
interés. Utilizando el software BioEdit se limpiaron, eliminando las secuencias pertenecientes al
plasmido y los sectores con mala calidad de secuenciacién.

Luego, las secuencias de los fragmentos amplificados por los cebadores por PLT5 y PLT6 fueron
sometidas a un andlisis detallado para su caracterizacidn. Estas secuencias fueron alineadas con el
gen del cual derivaron los cebadores, con el objetivo de destacar posibles variaciones presentes en
el exdn, que pudieran tener un impacto en la expresiéon génica. Se utilizé BioEdit (Salén, 2017) con
la herramienta de alineacidn multiple ClustalW (Figuras 9y 10).

Si bien se encontraron diferencias entre genotipos y la secuenciacidn se realizé por triplicado,
existen errores inherentes al propio proceso de secuenciacion que podrian generar inserciones y
deleciones que no son reales. Sin embargo, y con fines exploratorios a continuacién se detallan
todas las diferencias encontradas en la secuenciaciones realizados en los PLT 5y PLT 6.

Realizando un andlisis de la Figura 9, se pueden constatar las siguientes diferencias:

e PLT5 de DW replica 1: Difiere en una base en las posiciones (pc) 189, 480, 818, 1537 y 1553.
Todos los genotipos presentan una delecién en pc 275 y 637..
e PLT5deT rep. 2: Difiere en una base en pc 331.

e PLT5 de DW rep. 2 y PLT5 de OTA rep. 1: Difieren en una base con respecto a las demas
secuencias en pc 407.

e PLT5 de OTA rep. 1y PLT5 de OTA rep. 2: Difieren en una base con respecto a las demas
secuencias en pc 782.

e PLT5deT rep. 3: Difiere en una base en pc 1357 y 1530.

e PLT5 de DW rep. 2, PLT5 de DW rep. 3, PLT5 de OTA rep. 1y PLT5 de OTA rep. 2: Difieren
en una base en pc 1375y 1543.

e PLT5deTrep.1,PLT5S5deTrep.2y PLT5 de T rep. 3: Difieren en una base en pc 1483.

Considerando todas las diferencias observadas, se puede deducir que el PLT5 ortdélogo de E. curvula
presenta 8 alelos distintos.
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Figura 9, Secuencias consenso de PLT5 y exon del gen de E. curvula del cual se generaron los

cebadores.
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TGTCAACTGTTCTTGTAAAATATAGGCACCACCAGCATGGAAGGTGGCAAGCAAGAATTGGAAGGG
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Figura 10. Alineamiento de secuencias consensos de PLT6 y exdn del gen de E. curvula del cual se

generaron los cebadores.

Considerando todas las diferencias observadas, se puede deducir que el PLT6 tendria 5 alelos

distintos en E. curvula.

Analizando la Figura 10, se observan las siguientes diferencias:
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e PLT6 de T rep. 3: Difiere en una base con respecto a los demds en pc. 177, 180, 191, 206,
395, 524, 578.

o PLT6 de DW rep. 2y PLT6 de DW rep. 3: Comparten una insercidn en pc. 194.
e PLT6 de DW rep. 1: Difiere en una base en pc. 593.

e PLT6de OTA rep. 1y PLT6 de OTA rep. 3: Difieren en una base con respecto a las demas
en pc. 598.

e PLT6deT rep. 2: Difiere en una base con respecto a las demas en pc. 1029.

Teniendo en cuenta que tanto el PLT5 como el PLT6 estan presentes tanto en el genotipo sexual
(OTA) como en los genotipos apomicticos facultativos (DW) y obligados (T), si bien puede existir
errores de secuenciacidn, estos resultado sugieren que las variaciones alélicas identificadas en la
secuencia codificante del gen podrian desempeiar un papel significativo en la expresidon genética y
la regulacidn de la partenogénesis en los distintos modos reproductivos de E. curvula. Para poder
determinar si las variaciones encontradas en este trabajo son reales o producto de errores de
secuenciacion, se planea aumentar el nimero de réplicas con el fin de concluir con mayor certeza
sobre el origen de las secuencias.
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Conclusion

Se concluye que los genes PLTs estdn presentes en genotipos de E. curvula apomicticos como no
apomicticos, lo cual respalda la hipétesis de la conservacion de la familia PLT en la familia Poaceae,
reforzando la importancia evolutiva y funcional de los PLTs. La presencia de estos PLT5 y PLT6
sugiere que la partenogénesis en E. curvula también podria estar regulada por estos genes, sin
embargo, para poder confirmar esto son necesarios analisis de la expresién temporal y espacial de
estos genes.

El descubrimiento de alelos de PLT5 y PLT6 dentro de E. curvula resalta la diversidad genética de
esta especie. Estas variaciones genéticas sugieren posibles implicaciones en la regulacién y
expresion génica de la partenogénesis, lo que abre nuevas perspectivas para investigaciones futuras
sobre la expresién y funcidn especifica de estos genes.
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Figura A: Alineamiento de secuencias proteicas del genotipo Don Walter con dominio
AP2/ERF con PLTs de arroz.
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Figura B: Alineamiento de secuencias proteicas del genotipo Victoria con dominio AP2/ERF

con PLTs de arroz.
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GAAGGA AGCH GGTGCCGGCGCCCTGCAGGTTGCGGTGAGCACGGACACGGGTGGCAGCGGCGCGTCAGGGGAGGCGCCGG
GAAGGAAGATAGCAGTGGCAGCGGTGGTGCCGGCGCCCTGCAGGTTGCGGTGAGCACGGACACGGGTGGCAGCGGCGCGTCAGGGGAGGCGCCGGL
GAAGGAAGATAGCAGTGGCAGCGGTGGTGCCGGCGCCCTGCAGGTTGCGGTGAGCACGGACACGGGTGGCAGCGGCGCGTCAGGGGAS GCCGGC

810 820 830 840 850 860 870 880 890
AGGAAGACGGTGGACACATTCGGGCAGCGCACGTCGATTTACCGTGGCGTCACCAGGTAGGACCGGGCAGTGTGCACAAATCATGGAAGAATGGA?
AGGAAGACGGTGGACACGTTCGGGCAGCGCACGTCGATTTACCGTGGCGTCACCAGGTAGGACCGGGAAGTGTGCACAAATCATGGAAGGATGGA?

AGGARGA T ACGTTCGGGCAGCGCACGTCGATTTACCGTGGCGTCACCAGGTAGGACCGGGCAGTGTGCACAAATCATGGAAGAATGGA?
AGGARGA T ACGTTCGGGCAGCGCACGTCGATTTACCGTGGCGTCACCAGGT. CGGGCAGTGTGCACAAATCATGGAAGAATGGA?
AGGAAGA ACGTTCGGGCAGCGCACGTCGATTTACCGTGGCGTCACC, CGGGC GTGCACAAATCATGGAAGAATGGA?
AGGAAGA! ACGTTCGGGCAGCGCACGTCGATTTACCGTGGCGTCACC, CGGGC GTGCACAAATCATGGAAGAATGGA?
AGGAAGA( T ACGTTCGGGCAGCGCACGTCGATTTACCGTGGCGTCACC, T CGGGC 'GTGCACAAATCATGGAAGAATGGAZ
AGGAAGACGGTGGACACGTTCGGGCAGCGCACGTCGATTTACCGTGGCGTCACC. CGGGC GTGCACAAATCATGGAAGAATGGA?

AGGAAGACGGTGGACACGTTCGGGCAGCGCACGTCGATTTACCGTGGCGTCACCAG

910 920 930 940 950 960 970 980 990

o inir anai] sims wlos snca Fiovsimin liossiasal miscncall mpmuaiebin minie Bine sin 'l wins s bis siie bosps mn buosmcninilnsmioen Viscnsaio Lnnoio linia snl sgeis o l.
ATATCATATAATGCGAAAAATCAATCAAGTAATCATGAAATTAATCTAACGTACACATCATTAGTAATGCGCAAGAAGCTATGATAGATTTGAGT!
ATATCATATAATGCGAAAAATCAATCAAGTAATCATGAAATTAATCTAACGTACACATCATTAGTAATGCGCAAGAAGCTATGATAGATTTGAGTC
ATATCATATAATGCGAAAAATCAATCAAGTAATCATGAAATTAATCTAACGTACACATCATTAGTAATGCGCAAGAAGCTATGATAGATTTGAGTC
ATATCATATAATGCGAAAAATCAATCAAGTAATCATGAAATTAATCTAACGTACACATCATTAGTAATGCGCAAGAGGCTATGATAGATTTGAGTC
ATATCATATAATGCGAAAAATCAATCAAGTAATCATGAAATTAATCTAACGTACACATCATTAGTAATGCGCAAGAGGCTATGATAGATTCGAGTC
ATATCATATAATGCGAAAAATCAATCAAGTAATCATGAAATTAATCTAACGTACACATCATTAGTAATGCGCAAGAAGCTATGATAGATTTGAGTC
ATATCATATAATGCGAAAAATCAATCAAGTAATCATGAAATTAATCTAACGTACACATCATTAGTAATGCGCAAGAAGCTATGATAGATTTGAGTC
ATATCATATAATGCGAAAAATCAATCAAGTAATCATGAAATTAATCTAACGTACACATCATTAGTAATGCGCAAGAAGCTATGATAGATTTGAGT(

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090
grsiin [apa waal] suann sl wims Pisasnomiloaumsmollenesmns isvsacrslamnmionn Wisre: sxald ssoge sille enpes Pimewyesn: brssasnmalivnresventih aemsammiliapslineneumtl gaere o l.
TAGCTAGTGTCTCTTTCTGAATCAAATGAGTAGTATCATTATGCTAGGCATGATTGTGGTATATTAGCTAGCTGCTTAGCTAACAAAAAGCTTGTC
TAGCTAGTGTCTCTTTCTGAATCAAATGAGCAGTATCATTATGCTAGGCATGATTGTGGTATATTAGCTAGCTGCTTAGCTAACAAAAAGCTTGTC
TAGCTAGTGTCTCTTTCTGAATCAAATGAGTAGTATCATTATGCTAGGCATGATTGTGGTATATTAGCT GCTTATTAGCTAACAAAAAGCTTGTC
TAGCTAGTGTCTCTTTCTGAATCAAATGAGTAGTATCATTATGCTAGGCATGATTGTGGTATATTAGCTAGCTGCTTAGCTAACAAAAAGCTTGTC
TAGCTAGTGTCTCTTTCTGAATCAAATGAGTAGTATCATTATGCTAGGCATGATTGTGGTATATTAGCTAGCTGCTTAGCTAGCAAAAAGCTTGTC
TAGCTAGTGTCTCTTTCTGAATCAAATGAGTAGTATCATTATGCTAGGCATGATTGTGGTATATTAGCTAGCTGCTTAGCTAACAAAAAGCTTGTC
TAGCTAGTGTCTCTTTCTGAATCAAAT ' TATCATTATGCTAGGC, TGTGGTATATTAGCTAGCTGCTTAGCTAACAAAAAGCT GT(
TAGC' TCTTTCTGAATCAAAT 'CATTATGCTAGGC. ‘TGTGGTATATTAGCTAGCTGCTTAGCTAACAAAAAGCTTGTC

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190
sz i ol ssse sl e Vvsmwlvmmarl wisvsl evsms b bea onll ows ol avs Veowsilmssmel s s leimalive 9] sme ol
TGATTGGCATCAGGCATAGATGGACGGGGAGGTACGAGGCTCATCTTTGGGACAACAGTTGCAGAAGGGAAGGCCAAACTCGCAAGGGTCGTCAAC
TGATTGGCATCAGGCATAGATGGACGGGGAGGTACGAGGCTCATCTTTGGGACAACAGTTGCAGAAGGGAAGGCCAAACTCGCAAGGGTCGTCAAC
TGATTGGTATCAGGCATAGATGGACGGGGAGGTACGAGGCTCATCTATGGGACAACAGTTGCAGAAGGGAAGGCCAAACTCGCAAGGGTCGTCAAC
TGATTGGCATCAGGCATAGATGGAC GAGGCTCATCTAT! AAC TGCAGAAGGGAAGGCCAAACTCGCAAGGGTCGTCAAC
TGATTGGCATCAGGCATAGATGGAC GGTACGAGGCTCATCTAT AACAGTTGCAGAAGGGAAGGCCAAACTCGCAAGGGTCGTCAAC
TGATTGGCATCAGGCATAGATGGACGGGGAGGTACGAGGCTCATCTTTGGGACAACAGTTGCAGAAGGGAAGGCCAAACTCGCAAGGGTCGTCAAC
TGATTGGCATCAGGCATAGATGGACGGGGAGGTACGAGGCTCATCTTTGGGACAACAGTTGCAGAAGGGAAGGCCARAACTCGCAAGGGTCGTCAAC
TGATTGGCATCAGGCATAGATGGACGGGGAGGTACGAGGCTCATCTTTGGGACAACAGTTGCAGAAGGGAAGGCCAAACTCGCAAGGGTCGTCAAC

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290
s b wsil sss @l s Fsmsmilswsmbmee] ssemlasaabas oe) ass ole oan Dessswibemas sozsze M asmelsavesd e wel aen als
TAATGCCAGATAGTGATCTCCAATCAATATTTTTATTTTTCTTTGATCCTGCTTTTTCTCCAATGTTGTCAACTGACATTGCTTCTCTTGTTCAC]
TAATGCCAGATAGTGATCTCCAATCAATATTTTTATTTTTCTTTGATCCTGCTTTTTCTCCAATGCTGTCAACTGACATTGCTTCTCTTGTTCAC]
TAATGCCAGATAGTGATCTCCAATCAATCTTTTTATTTTTCTTTGATCCTGCTTTTTCTCCAATGCTGTCAACTGACATTGCTTCTCTTGTTCAC]
TAATGCCAGATAGTGATCTCCAATCAATATTTTTATTTTTCTTTGATCCTGGTTTTTCTGCAATGCTGTCAACTGACATTGCTTCTCTTGTTCAC]
TAATGCCAGATAGTGATCTCCAATCAATATTTTTATTTTTCTTTGATCCTGGTTTTTCTGCAATGCCGTCAACTGACATTGCTTCTCTTGTTCAC]
TAATGCCAGATAGTGATCTCCAATCAATATTTTTATTTTTCTTTGATCCTGCTTTTTCTCCAATGCTGTCAACTGACATTGCTTCTCTTGTTCAC]
TAATGCCAGATAGTGATCTCCAATCAATATTTTTATTTTTCTTTGATCCTGCTTTTTCTCCAATGCTGTCAACTGACATTGCTTCTCTTGTTCACT
TAATGCCAGATAGTGATCTCCAATCAATATTTTTATTTTTCTTTGATCCTGCTTTTTCTCCAATGCTGTCAACTGACATTGCTTCTCTTGTTCACT

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390
ceaalenailasaileasialasealensalesnalecaalevialocaalacialodeclonsalacaalacnaledaalevaalasaalanna
GATCGTTCGATCACTATTTGCTGGATTGAACTCAACTCTTGAATCTACAGTCTATCTTGGTACGCGATTTCCCTCGATTCGGATCCGACTAG
GATCGTTCGATCACTATTTGCGGGATTGAACTCAACTCTTGAATCTACAGTCTATCTTGGTACGCGATTTCCCCCGATTCGGATCCGACTAGCTAC
GATCGTTCGATCACTATTTGCGGGATTGAACTCAACTCTTGAATCTACAGTCTATCTTGGTACGCGATTTCCCCTGATTCGGATCCGACTAGCTAC
GATCGTTCGATCACTATTTGCGGGATTGAACTCAACTCTTGAATCTACAGTCTATCTTGGTACGCGATTTCCCCCGATTCGGATCCGACTAGCTAC
GATCGTTCGATCACTATTTGCGGGATTGAACTCAGCTCTTGAATCTACAGTCTATCTT GC TTCCCCCGATTCGGATCCGACTAGCTAC
GATCGTTCGATCGCTATTTGCTGGATTGAACTCAACTCTTGAATCTACAGTCTATCTT GC TTCCCTCGATTCGGATCCGACTAG
GATCGTTCGATCGCTATTTGCTGGATTGAACTCAACTCTTGAATCTACAGTCTATCTTGGTACGCGATTTCCCTCGATTCGGATCCGACTAG
GATCGTTCGATCGCTATTTGCTGGATTGAACTCAACTCTTGAATCTACAGTCTATCTCGGTACGCGATTTCCCTCGATTCGGATCCGACTAG

TCTATCTTGGTACGCGATTTCCCTCGATTCGGATCCGACTAG

1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1490
TATAGGACAGCATTGTTTTCTTTCTTATTTTGTCTTGCTTTTCTCATATAAATTTTCTCTGTATTTTAAAATTTAT AAAGAAC
TATAGGACAGCATTGTTTTCTTTCTTATTTTGTCTTGCCTTTCTCATATAAATTT CTCTGCATTGTAACATTTATAGGGGGGTATGACAAAGAAC
TATAGGACAGCATTGTTTTCTTTCTTATTTTGTCTTGCTTTTCTCATATAAATTT CTCTGCATTGTAACATTTATAGGGGGGTATGACAAAGAAC
TATAGGACAGCATTGTTTTCTTTCTTATTTTGTCTTGCTTTTCTCATATAAATTT CTCTGCATTGTAACATTTATAGGGGGGTATGACAAAGAAC
TATAGGACAGCATTGTTTTCTTTCTTATTTTGTCTTGCTTTTCTCATATAAATTT CTCTGCATTGTAACATTTATAGGGGGGTATGACAAAGAAC
TATAGGACAGCATTGTTTTCTTTCTTATTTTGTCTTGCTTTTCTCATATAAATTT CTCTGTATTGTAAAATTTATAGGGGGATATGACAAAGAAC
TATAGGACAGCATTGTTTTCTTTCTTATTTTGTCTTGCTTTTCTCATATAAATTT CTCTGTATTGTAAAATTTATAGGGGGATATGACAAAGAAC
TATAGGACAGCATTGTTTTCTTTCTTATTTTGTCTTGCTTTTCTCATATAAATTT CTCTGTATTGTAAAATTTATAGGGGGATATGACAAAGAAC
GGGGTATGACAAAGAAC
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AGCCGCTAGAGCTTATGATTTGGCTGCTCTGAAGTACTGGGGTCCCACGACCACAACAAATTTTCCGGTATGTTGATAT GTATTACTGAAGA
AGCCGCTAGAGCTTATGATTTGGCTGCTCTTAAGTATTGGGGCCCCACGACGACAACAAMATTTTCCGGTATGTTTATAT GCACTACTGAAGA)

AGCCGCTAGAGCTTATGATTTGGCTGCTCTTAAGTATTGGGGCCCCACGACGACAACAAATTTTCCGGTATGTTTATAT GCACTACTGAAGA?
AGCCGCTAGAGCTTATGATTTGGCTGCTCTTAAGTATTGGGGCCCCACGACGACAACAAATTTTCCGGTATGTTTATAT GCACTACTAAAGA?
AGCCGCTAGAGCTTATGATTTGGCTGCTCTTAAGTATTGGGGCCCCACGACGACAACAAATTTTCCGGTATGTTTATAT GCACTACTAAAGAZ
AGCCGCTAGAGCTTATGATTTGGCTGCTCTTAAGTATTGGGGTCCCACGACGACAACAAATTTTCCGGTATGTTTATATGCAGTATTACTGAAGA?
AGCCGCTAGAGCTTATGATTTGGCTGCTCTTAAGTATTGGGGTCCCACGACGACAACAAATTTTCCGGTATGTTTATATGCAGTATTACTGAAGA?
AGCCGCTAGAGCTTATGATTTGGCTGCTCCTAAGTATTGGGGTCCCACGACGACAACAAATTTTCCGGTATGTTTATATGCAGTATTACTGAAGA?
AGCCGCTAGAGCTTATGATTTGGCTGCTCTGAAGTACTGGGGTCCCACGACCACAACAAATTTTCCG

1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690

o s wat] smves willin winm Pissess hrmnvesbimmae l szmems bomn M sl s sils wwee Vsprom bosuprel st Vasmses srwgmesibine o ) wews aila
ATTGGTCTGAAGTGGATGATAACATTCTGTAATACTAATTACGTTGCTGAGATTGTACTTAAAGCAAGACATTT TTTTTTT AGGTAAATAACT?
ATTGATCTGAAGTGGATGATAACATTCTGTAATACTAATTACGTTGCTGAGATTGTACTTAAAGCAAGACATTTGTTTTTTT AGGTAAATAACT?
ATTGATCTGAAGTGGATGATAACATTCTGTAATACTAATTACGTTGCTGAGATTGTACTTAAAGCAAGACATTTGTTTTTTTTAGGTAAATAACT?
ATTGATCTGAAGTGGATGATAACATTCTGTAATACTAATTACGTTGCTGAGATTGTACTTAAAGCAAGACATTTGTTTTTTTTAGGTAAATAACT?
ATTGATCTGAAGTGGATGATAACATTCTGTAATACTAATTACGTTGCTGAGATTGTACTTAAAGCAAGACATTTGTTTTTTTTAGGTAAATAACT?
ATTGATCTGAAGTGGATGACAACATTCTGTAATACTAATTACATTGCCGAGATTGTACTTAAAGCAAGACATTTGTTTTTTT AGGTAAATAACT?
ATTGATCTGAAGTGGATGACAACATTCTGTAATACTAATTACGTTGCTGAGATTGTACTTAAAGCAAGACATTTGTTTTTTT AGGTAAATAACT?
ATTGATCTGAAGTGGATGACAACATTCTGTAATACTAATTACGTTGCTGAGATTGTACTTAAAGCAAGACATTTGTTTTTTT AGGTAAATAACT?

Figura C: Secuencias consenso de PLT5 y exdn del gen de E. curvula del cual se generaron

los cebadores.
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s b sl s sl ess [aawilessailaal swanborsalon 52l wen zls sn bsmslbesasdamselsmas baselzas sl sen sls
GCACAGATGGACAGGAAGATATGAAGCCCATCTTT GGGACAACAGCTGCAGAAGAGAAGGTCAGACTCGCAAGGGTCGACAAGGTAATTATTTT]

Tusda PLT6 rep.1l

Tusda PLT6 rep.2 GCACAGATGGACAGGAAGATATGAAGCCCATCTTT GGGACAACAGCTGCAGAAGAGAAGGTCAGACTCGCAAGGGTCGACAAGGTAATTATTTT]
Tusda PLT6 rep.3 GCACAGATGGACAGGAAGATATGAAGCCCATCTTT GGGACAACAGCTGCAGAAGAGAAGGTCAGACTCGCAAGGGTCGACAAGGTAACTATTTT]
DW PLT6 rep.1l GCACAGATGGACAGGAAGATATGAAGCCCATCTTT GGGACAACAGCTGCAGAAGAGAAGGTCAGACTCGCAAGGGTCGACAAGGTAATTATTTT]
DW PLT6 rep.2 GCACAGATGGACAGGAAGATATGAAGCCCATCTTT GGGACAACAGCTGCAGAAGAGAAGGTCAGACTCGCAAGGGTCGACAAGGTAATTATTTT]
DW PLT6 rep.3 GCACAGATGGACAGGAAGATATGAAGCCCATCTTT GGGACAACAGCTGCAGAAGAGAAGGTCAGACTCGCAAGGGTCGACAAGGTAATTATTTT]
OTA PLT6 rep.1l GCACAGATGGACAGGAAGATATGAAGCCCATCTTT GGGACAACAGCTGCAGAAGAGAAGGTCAGACTCGCAAGGGTCGACAAGGTAATTATTTT]
OTA PLT6 rep.2 GCACAGATGGACAGGAAGATATGAAGCCCATCTTT GGGACAACAGCTGCAGAAGAGAAGGTCAGACTCGCAAGGGTCGACAAGGTAATTATTTT]
OTA PLT6 3 GCACAGATGGACAGGAAGATATGAAGCCCATCTTT GGGACAACAGCTGCAGAAGAGAAGGTCAGACTCGCAAGGGTCGACAAGGTAATTATTTT]

rep.
augustus_masked-ScA7Agc_33-pro GCACAGATGGACAGGAAGATATGAAGCCCATCTTTTGGGACAACAGCTGCAGAAGAGAAGGTCAGACTCGCAAGGGTCGACAAG

110 120 130 140 150 160 170 180 190
O s, /A | P | I N [y — o, | ——! SO [y | U] I

CCT GTAATTCATATAAAATTATGCATCATCTGTACTATTTATCGTATAAATAATTTTATTCTCCCAGGCTAAAGTTTCCAATGGTTTCTT Al

Tusda PLT6 rep.1l
Tusda PLT6 rep.2 CCT GTAATTCATACAAAATTATGCATCATCTGTACTATTTATCGTATAAATAATTTTATTCTCCCAAGCTAAAGTTTCCAATGGTTTCTT Al
Tusda PLT6 rep.3 CCTTCTGTAATTCTTATAAAATCATGCATCATCTGTACTATTTATCATATAAACAATTTTATTCTCCAAAGCTAAAATTGCCAATGGTTTTTT Al
DW PLT6 rep.1l CCT GTAATTCATACAAAATTATGCATCATCTGTACTATTTATCGTATAAATAATTTTATTCTCCCAAGCTAAAGTTTCCAATGGTTTCTT Al
DW PLT6 rep.2 CcCT GTAATTCATATAAAATTATGCATCATCTGTACTATTTATTGTATAAATAATTTTATTCTCCCAAGCTAAAGTTTCCAATGGTTTCTTTA]
DW PLT6 rep.3 CCT GTAATTCATATAAAATTATGCATCATCTGTACTATTTATTGTATAAATAATTTTATTCTCCCAAGCTAAAGTTTCCAATGGTTTCTTTA
OTA PLT6 rep.1l CCT GTAATTCATATAAAATTATGCATCATCTGTACTATTTATCGTATAAATAATTTTATTCTCCCAAGCTAAAGTTTCCAATGGTTTCTT - Al
OTA PLT6 x:ep -2 CcCT GTAATTCATATAAAATTATGCATCATCTGTACTATTTATCGTATAAATAATTTTATTCTCCCAAGCTAAAGTTTCCAATGGTTTCTT Al
OTA PLT6 23 CCT GTAATTCATATAAAATTATGCATTATCTGTACTATTTATCGTATAAATAATTTTATTCTCCCAAGCTAAAGTTTCCAATGGTTTCTT Al
augustus_1 masked ScA7Agc_33-pro CTAAAGTTTCCAATGGTTTCTTTA1
210 220 230 240 250 260 270 280 290

soxis | we]] e sile ven s lamra] el e Tewee Do o] aee gl aee Do aessms eses Trsaslearalivnng] me a2
Tusda PLT6 rep.1l ACTCTTGATTGGATGGACTCCCTTC CTT AGTAATGTTACACAATTGCAGTCAATATTTGCATTCTTCTTGCACTCTGTTGCTGAZ?
Tusda PLT6 rep.2 ACTCTTGATT TCCCTTC CCTT AGTAATGTTACACAATTGCAGTCAATTTTTGCATTCTTCTTGCACTCTGTTGCTGAZ
Tusda PLT6 rep.3 ACTCTGGATTGGATGGACTCCCTTCAGTATACCTTGGTAAGTAATGATACACAATTGCAGTTAATTTTTGCATTCTTTTTGCACTCTGTTGCTGA
DW PLT6 rep.1l ACTCTTGATTGGATGGACTCCCTTCAGTATACCTTGGTAAGTAATGTTACACAATTGCAGTCAATTTTTGCATTCTTCTTGCACTCTGTTGCTGAZ
DW PLT6 rep.2 ACTCTTGATTGGATGGACTCCCTTCAGTATACCTTGGTAAGTAATGTTACACAATTGCAGTCAATTTTTGCATTCTTCTTGCACTCTGTTGCTGAZ
DW PLT6 rep.3 ACTCTTGATTGGATGGACTCCCTTCAGTATACCTTGGTAAGTAATGTTACACAATTGCAGTCAATTTTTGCATTCTTCTTGCACTCTGTTGCTGAZ
OTA PLT6 rep.1l ACTCTTGATT! 'GGACTCCCTTCAGTATACCTTGGTAAGTAATGTTACACAATTGCAGTCAATTTTTGCATTCTTCTTGCACTCTGTTGCTGAZ
OTA PLT6 rep.z ACTCTTGATTGGA TCCCTTCAGTATACCTT AGTAATGTTACACAATTGCAGTCAATTTTTGCATTCTTCTTGCACTCTGTTGCTGAZ
OTA PLT6 3 ACTCTTGATTGGATGGACTCCCTTCAGTATACCTTGGTAAGTAATGTTACACAATTGCAGTCAATTTTTGCATTCTTCTTGCACTCTGTTGCTGAZ

rep.
augustus_masked-ScA7Agc_33-pro ACTCTTGATTGGATGGACTCCCTTCAGTATACCTTGGTAAGT

310 320 330 340 350 360 370 380 390
onmiie litaze aratl] swmne wilis wimse lacwiwnibiommmmdimomentl smmmenm o llonn wal) svane silie wage Vions wuiliozsmmbimmmssl wanmmdim el sgerl syaze silos
GAATATGACATTTGTGCAATTTAGGTGGATACGATAAAGAAGAGAAAGCTGCCAGGGCTTATGATTTAGCTGCTCTCAAGTACTGGGGCAACACT?

Tusda PLT6 rep.1l
Tusda PLT6 rep.2 GAATATGACATTTGTGCAATTTAGGTGGATACGATAAAGAAGAGAAAGCTGCCAGGGCTTATGATTTAGCTGCTCTCAAGTACT AACACTZ
Tusda PLT6 rep.3 GAAAATGCAATTTTTGCAATTTAGGTGGATACGATAAAGAAGAGAAAGCTGCCAGGGCTTATGATTTAGCTGCTCTCAAGTACT! AACACC?
DW PLT6 rep.1l GAATATGACATTTGTGCAATTTAGGTGGATACGATAAAGAAGAGAAAGCTGCCAGGGCT TT TGCTCTCAAGTAC! AACACTZ?
DW PLT6 rep.2 GAATATGACATTTGTGCAATTTAGGTGGATACGATAAAGAAGAGAAAGCTGCCAGGGCT T TGCTCTCAAGTAC AACACT?
DW PLT6 rep.3 GAATATGACATTTGTGCAATTTAGGTGGATACGATAAAGAAGAGAAAGCTGCCAGGGCTTATGATTTAGCTGCTCTCAAGTACT AACACTZ
OTA PLT6 rep.1l GAATATGACATTTGTGCAATTTAGGTGGATACGATAAAGAAGAGAAAGCTGCCAGGGCTTATGATTTAGCTGCTCTCAAGTACTGGGGCAACACT?
OTA PLT6 rep .2 GAATATGACATTTGTGCAATTTAGGTGGATACGATAAAGAAGAGAAAGCTGCCAGGGCTTATGATTTAGCTGCTCTCAAGTACT! AACACT?
OTA PLT6 rep.3 GAATATGACATTTGTGCAATTTAGGTGGATACGATAAAGAAGAGAAAGCTGCCAGGGCTTATGATTTAGCTGCTCTCAAGTACT! AACACT?
augustus_masked-ScA7Agc_33-pro GGATACGATAAAGAAGAGAAAGCTGCCAGGGCTTATGATT TGCTCTCAAGTAC! AACACT?
410 420 430 440 450 460 470 480 490

SVSTRUL AN R IR\ A | SR NS S ARG | AL MR N L D s | s sl
Tusda PLT6 rep.1l TACAAATTTTCCGGTATCACTAACTGATACTTGTTTGCATTCACTATTGTCTTATATACATTTATTTGTCCATCATTGACATTACATGAGCATGGC
Tusda PLT6 rep.2 TACAAATTTTCCGGTATCACTAACTGATACTTGTTTGCATTCACTATTGTCTTATATACATTTATTTGTCCATCATTGACATTACATGAGCATGGC
Tusda PLT6 rep.3 TACAAATTTTCCGGTATAACTAACATATACTTGTTTTCATTCACTATCATTTTACATATATTTATTTGTCCATCATTGACGCTACATGAGCATGGC
DW PLT6 rep.l TACAAATTTTCCGGTATCACTAACTGATACTTGTTTGCATTCACTATTGTCTTATATACATTTATTTGTCCATCATTGACATTACATGAGCATGGC
DW PLT6 rep.2 TACAAATTTTCCH TCACTAAC TTGTTTGCATTCACTATTGTCTTATATACATTTATTTGTCCATCATTGACATTACATGAGCATGGC
DW PLT6 rep.3 TACAAATTTTCCGGTATCACTAACTGATACTTGTTTGCATTCACTATTGTCTTATATACATTTATTTGTCCATCATTGACATTACATGAGCATGGC
OTA PLT6 rep.1l TACAAATTTTCCGGTATCACTAACTGATACTTGTTTGCATTCACTATTGTCTTATATACATTTATTTGTCCATCATTGACATTACATGAGCATGG(
OTA PLT6 rep.2 TACAAATTTTCCGGTATCACTAACTGATACTTGTTTGCATTCACTATTGTCTTATATACATTTATTTGTCCATCATTGACATTACATGAGCATGG(
OTA PLT6 rep.3 TACAAATTTTCCGGTATCACTAACTGATACTTGTTTGCATTCACTATTGTCTTATATACATTTATTTGTCCATCATTGACATTACATGAGCATGGC

augustus_masked-ScA7Agc_33-pro TACAAATTTTCCGGTA

510 520 530 540 550 560 570 580 590

GCTATTTTTCAGGTAACCGAATACGAAAA 'GACTCGACAAGA TGCATCCCT ATGTCTCC

Tusda PLT6 rep.1l
Tusda PLT6 rep.2 GCTATT'J.‘TTCAGGTAACCGAATACGAAAAAGAGTTGGAAGAGATGAAGGATATGACTCGACAAGAATATGTTGCATCCCTTAGGAGGCATGTCTC(
Tusda PLT6 rep.3 GCTATTTTTCAGGTAACCGAATATGAAAAAGAGTTGGAAGAGATGAAGGATATGACTCGACAAGAATATGTTGCATCACTTAGGAGGCATGTCTCC
DW PLT6 rep.1l GCTATTTTTCAGGTAACCGAATACGAAAAAGAGTTGGAAGAGATGAAGGATATGACTCGACAAGAATATGTTGCATCCCTTAGGAGGCATGTTTCC
DW PLT6 rep.2 GCTATTTTTCAGGTAACCGAATACGAAAAAGAGTTGGAAGAGATGAAGGATATGACTCGACAAGAATATGTTGCATCCCTTAGGAGGCATGTCTCC
DW PLT6 rep.3 GCTATTTTTCAGGTAACCGAATACGAAAAAGAGTTGGAAGAGATGAAGGATATGACTCGACAAGAATATGTTGCATCCCTTAGGAGGCATGTCTCC
OTA PLT6 rep.1l GCTATTTTTCAGGTAACCGAATACGAAAA T 'GACTCGACAAGAATATGTTGCATCCCTTAGGAGGCATGTCTC?
OTA PLT6 rep .2 GCTATTTTTCAGGTAACCGAATACGAAAA TT TATGACTCGACAAGAATATGTTGCATCCCTTAGGAGGCATGTCTCC
OTA PLT6 rep.3 GCTATTTTTCAGGTAACCGAATACGAAAA TT TATGACTCGACAAGAATATGTTGCATCCCTTAGGAGGCATGTCTC?
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Tusda PLT6 rep.1l AACTTTGCACCC: TGAAGTATCCCTT AGCATATGGCTTAATCCATTGATTTTCACACTGATTTGACATTACATATATATTGTGATGCAC
Tusda PLT6 rep.2 AACTTTGCACCCATATTGAAGTATCCCTTAGGAAGCATATGGCTTAATCCATTGATTTTCACACTGATTTGACATTAGATATATGTTGTGATGCAC
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DW PLT6 rep.2 AACTTTGCACCCATATTGAAGTATCCCTT AGCATATGGCTTAATCCATTGATTTTCACACTGATTTGACATTACATATATATTGTGATGCAC
DW PLT6 rep.3 AACTTTGCACCCATATTGAAGTATCCCTTAGGAAGCATATGGCTTAATCCATTGATTTTCACACTGATTTGACATTACATATATATTGTGATGCAC
OTA PLT6 rep.1l AACTTTGCACCCATATTGAAGTATCCCTTAGGAAGCATATGGCTTAATCCATTGATTTTCACACTGATTTGACATTACATATATATTATGATGCAC
OTA PLT6 rep.2 AACTTTGCACCCATATTGAAGTATCCCTT AGCATATGGCTTAATCCATTGATTTTCACACTGATTTGACATTACATATATATTGTGATGCAC
OTA PLT6 rep.3 AACTTTGCACCCATATTGAAGTATCCCT AGCATATGGCTTAATCCATTGATTTTCACACTGATTTGACATTACATATATATTGTGATGCAC
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AGCAGTGGATTCTCTCGTGGAGCATCAATGTACCGAGGAGTTACCAGGTATGAATTGACAAGCTTTACTTTCTATAA TAAGGTCATTTCCATTT?
AGCAGTGGATTCTCTCGTGGAGCATCAATGTACCGAGGAGTTACCAGGTATGAATTGATCAGCTTTACTTTCTAAAAATAAGGACAATTTTATTT?
AGCAGTGGATTCTCTCGTGGAGCATCAATGTACCGAGGAGTTACCAGGTATGAATTGATCAGCTTTACCTTCTAAAAATAAGGACATTTTTATTT?
AGC TTCTCTCGT! ATCAATGTACCGAGGAGTTACCAGGTATGAATTGACCAGCTTTACTTTCTATAA TAAGGTCATTTCCATTT?
AGCAGTGGATTCTCTCGTGGAGCATCAATGTACCGAGGAGTTACCAGGTATGAATTGACCAGCTTTACTTTCTATAA TAAGGTCATTTCCATTT?
AGCAGTGGATTCTCTCGTGGAGCATCAATGTACCGAGGAGTTACCAGGTATGAATTGACCAGCTTTACTTTCTATAA TAAGGTCATTTCCATTT?
AGCAGTGGATTCTCTCGTGGAGCATCAATGTACCGAGGAGTTACCAGGTATGAATTGACCAGCTTTACTTTCTATAA TAAGGTCATTTCCATTT?
AGCAGTGGATTCTCTCGTGGAGCATCAATGTACCGAGGAGTTACCAGGTATGAATTGACCAGCTTTACTTTCTATAA TAAGGTCATTTCCATTT?
AGCAGTGGATTCTCTCGTGGAGCATCAATGTACCGAGGAGTTACCAGGTATGAATTGACCAGCTTTACTTTCTATAA TAAGGTCATTTCCATTT?
AGCAGTGGATTCTCTCGTGGAGCATCAATGTACCGAGGAGTTACCAGG

810 820 830 840 850 860 870 880 890
PR I I ERRPIR il IRl IO EERCREE IPER ] EEE el ISRl ISeel Bl RS [ sl s s &ln
TCAGATCCAGCTCTTTCGTAACAACTGCACAGTTCTTAGGAATTTGAATACAGTTGTAGTAGTTAATTTAAGAGGTGTGATTTGAGTACATCAGTC
TCAGATCGAGCTCTTTTGTGACAAATGCACAGTTCTTAGGAACTTGAATACAGTTGTAGTAGTTAATTTAATAGGTGTGATTTGATTACATCAATC
TCAGATCCAGCTCTTTCATAACAAATGCACAGTTTTTAGGAACTTTAATACAGTTGTAGTAGTTAATTTAATAGGTGTGATTTGATTACATCAGTC
TCAGATCCAGCTCTTTCGTAACAACTGCACAGTTCTTAGGAATTTGAATACAGTTGTAGTAGTTAATTTAAGAGGTGTGATTTGAGTACATCAGTC
TCAGATCCAGCTCTTTCGTAACAACTGCACAGTTCTTAGGAATTTGAATACAGTTGTAGTAGTTAATTTAAGAGGTGTGATTTGAGTACATCAGTC
TCAGATCCAGCTCTTTCGTAACAACTGCACAGTTCTTAGGAATTTGAATACAGTTGTAGTAGTTAATTTAAGAGGTGTGATTTGAGTACATCAGTC
TCAGATCCAGCTCTTTCGTAACAACTGCACAGTTCTTAGGAATTTGAATACAGTTGTAATAGTTAATTTAAGAGGTGTGATTTGAGTACATCAGTC
TCAGATCCAGCTCTTTCGTAACAACTGCACAGTTCTTAGGAATTTGAATACAGTTGTAGTAGTTAACTTAAGAGGTGTGATTTGAGTACATCAGTC
TCAGATCCAGCTCTTTCGTAACAACTGCACAGTTCTTAGGAATTTGAATACAGTTGTAATAGTTAATTTAAGAGGTGTGATTTGAGTACATCAGTC

910 920 930 940 950 960 970 980 990

win Lo wwil oo wlin e Vimpecom Vsl s Vinssessss bosnnsaieo Moo sioid sneie oibie wae bone wi bisearmedd ez Moo bisnsmenlioosinll wren wile
TTTCATCACAAAAAGCGTATTGCAAAAGACAGTTTCTCAGTGCTGATCATGGTCTATTAGATCCTATTGTATTTGCTATCATGCTATTGTTTAATC
AGTATTGCAAAAGACAGTTTCTCAATGTTGACCATGGTCTGT AGAT GTATTTTCTATTATGCTATTGTTTAATC
AGTATTGCAAAAGACAGTTTCTCAATGTTGACCATGGTCCAT AGAT GTATTTTCTATCATGCTATTGTTTAAT(
TTTCATCACAAAAATAGTATTGCAAAAGACAGTTTCTCAGTGCTGATCGTGGTCTATTAGATCCTATTGTATTTGCTATCATGCTATTGTTTAATC
TTTCATCACAAAAAGAGTATTGCAAAAGAC, TTCTCAGTGCTGATCATGGTCTATTAGATCCTATTGTATTTGCTATCATGCTATTGTTTAATC
'1‘TTCATCACMMAGAGTATTGCAMAGACAGTTTCTCAGTGCTGATCATGGTCTAT‘I’AGATCCTATTGTATTTGCTATCATGCTATTGTTTMTE
TTTCATCACAAAAAGAGTATT ACAGTTTCTCAGTGCTGATCATGGTCTATTAGATCCTATTGTATTTGCTATCATGCTATTGTTTAATC
TTTCATCACAAAAAGAGTATTGCAAAAGACAGTTTCTCAGTGCTGATCATGGTCTATTAGATCCTATTGCATTTGCTATCATGCTATTGTTTAAT(
TTTCATCACAAAAAGAGTATTGCAAAAGACAGTTTCTCAGTGCTGATCATGGTCTATTAGATCCTATTGTATTTGCTATCATGCTATTGTTTAATC
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SR 1R A NG SIS BRI AR RS EIS IS TS S SN 906 0 1sE anE
TATCAACTGTTCTTGTAAAATATAGGCACCACCAGCATGGAAGGTGGCAAGCAAGAATTGGAAGGG
TGTCAACTGTTCTTGTA  ATATAGGCATCACCAGCATGGAAGGTGGCAAGCAAGAATTGGAAGGG
TGTCAACTGTTCTTGTA ~ATATAGGCACCACCAGCATGGAAGGTGGCAAGCAAGAATTGGAAGGG
TGTCAACTGTTCTTGTAAAATATAGGCACCACCAGCATGGAAGGTGGCAAGCAAGAATTGGAAGGG
TGTCAACTGTTCTTGTAAAATATAGGCACCACCAGCATGGAAGGTGGCAAGCAAGAATTGGAAGGG
TGTCAACTGTTCTTGTAAAATATAGGCACCACCAGCATGGAAGGTGGCAAGCAAGAATTGGAAGGG
TGTCAACTGTTCTTGTAAAATATAGGCACCACCAGCATGGAAGGTGGCAAGCAAGAATTGGAAGGG
TGTCAACTGTTCTTGTAAAATATAGGCACCACCAGCATGGAAGGTGGCAAGCAAGAATTGGAAGGG
TGTCAACTGTTCTTGTAAAATATAGGCACCACCAGCATGGAAGGTGGCAAGCAAGAATTGGAAGGG

CACCACCAGCATGGAAGGTGGCAAGCAAGAATTGGAAGGG

Figura D: Secuencias consenso de PLT6 y exdn del gen de E. curvula del cual se generaron

los cebadores
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