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RESUMEN

Después de décadas de estudio la regulacion de la expresion meidtica en plantas no estd
completamente entendida. Sin embargo, con los recientes avances en tecnologias de
secuenciacion, el andlisis del transcriptoma meidtico podria dar nuevas pistas acerca del
panorama transcripcional de meiocitos y podria ser Gtil para identificar nuevos elementos
regulatorios. El girasol (Helianthus annuus L.) presenta ventajas para el studio de la meiosis, dada
la facibilidad técnica de aislar poblaciones puras de meiocitos masculinos en etapas de la meiosis
bien definidas. En este estudio, secuenciamos el transcriptoma de meiocitos en profase | y una
mezcla de RNA de diferentes partes somaticas de la planta (transcriptoma somatico). Encontramos
que los meiocitos tienen una alta actividad transcripcional que se caracteriza por la expresion de
genes no anotados. Asimismo, los genes meidticos y genes relacionados con rutas de
modificacién de la cromatina y silenciamiento génico mostraron mayor expresién en meiocitos
que en el transcriptoma somatico. También se identificaron factores de transcripciéon con
expression preferencial conservada en girasol, Arabidopsis y maiz. Posteriormente se analizé el
transcriptoma de dos genotipos de girasol (silvestre y domesticado), los cuales exhibian
diferencias claras en tasa de recombinacién homéloga meidtica, asi como el de meiocitos de la
F1 obtenida del cruce entre estos dos genotipos. Encontramos que la mayor proporcién de genes
diferencialmente expresados (DEG) fueron genes no anotados. De estos, el 73.8% pasaron filtros
estrictos y fueron identificados como IncRNAs. Los IncRNAs que mostraron expresién preferencial
en meiocitos tenfan mayor similitud de secuencia con sRNAs de 24-nt y mayor contenido de
elementos transponibles que los INcRNAs de expresion no-especifica en meiosis, sugiriendo que
estos podrian estar involucrados con procesos de remodelamiento de la cromatina.

Por otro lado, cuando agrupamos los genes en patrones por niveles de expresion, observamos que
los genes meidticos parecen estar mas representados en patrones en los cuales la expresion es
significativamente mayor (P<0.01) en la F1, comparado con el resto de genes expresados (44.79%
vs. 32.47%). Los cambios observados en genes meidticos no permitieron explicar completamente
las diferencias de recombinacién entre los genotipos de girasol analizados. Sin embargo,
observamos que algunos genes meidticos DE pertenecientes al mismo patréon de expresion
también habian sido previamente descritos en redes de co-expresion en Arabidopsis. Asimismo,
encontramos evidencia que sugiere que la expresion de genes meidticos en plantas parace ser
coordinada por etapas. Finalmente, llevamos a cabo la caracterizacién funcional de algunos
candidatos interesantes, que podrian ser importantes para la meiosis y/o su regulacion en
Arabidopsis. En conjunto, nuestros resultados sugieren que la expresién de genes esta altamente
regulada para asegurar la expresion por etapas, para lo que el control de la estructura de la
cromatina y la participacién de factores de transcripcién especificos parecen ser importantes.
Ademas, el presente estudio brinda informacién vaiosa acerca de los patrones de expresion de
genes meidticos, lo cual podria ser importante para la posterior identificaciéon de redes de
regulacién en los meiocitos masculinos de plantas, asi como para la caracterizacién de nuevos
genes meidticos.



ABSTRACT

After decades of study, the regulation of meiotic gene expression in plants is not completely
understood. However, with the recent advances in sequencing technologies, the analysis of
meiotic transcriptomes could give new insights about meiocytes transcriptome landscape
and could be helpful to identify new regulatory elements. Sunflower (Helianthus annuus L.)
presents advantages for the study of meiosis, because the technical feasibility of isolating
almost pure male meiocytes populations in well-defined meiosis stages. In this study we
sequenced the transcriptome of meiocytes at prophase | and a “RNA pool” of different
somatic parts of the plant (somatic transcriptome). We found that meiocytes have a high
transcriptional activity, characterized by the expression of unannotated genes. Besides,
known-meiotic genes, chromatin modification and gene silencing pathway genes showed
higher expression in meiocytes than in the somatic transcriptome. We also identified
transcription factors with conserved preferentially expression in sunflower, Arabidopsis and
maize meiocytes. Later, we analyzed the transcriptome of two sunflower genotypes (wild and
domesticated), which exhibit clear differences in meiotic homologous recombination, as well
as the one of an F1 obtained from a cross between these two genotypes. We found that the
greater proportion (63,7%) of differentially expressed genes (DEG) were unannotated genes.
Of these, 73,8% passed very stringent filters and were identified as IncRNAs. The IncRNAs
that showed preferential expression in meiocytes have more sequence similarity with 24-nt
sRNAs and more transposable elements content than non-meiocytes exclusively expressed
IncRNAs, which suggest that some of these could be involved in chromatin remodeling
processes.

On the other hand, when we grouped the genes by their expression level pattern, we
observed that known-meiotic genes seem to be more represented in patterns in which the
expression is significantly higher (P < 0.01) in the F1, compared with the rest of expressed
genes (44.79% vs. 32.47%). The transcriptomic changes observed in meiotic genes could not
completely explain the differences in recombination between the sunflower genotypes
analyzed. However, we observed that some known-meiotic genes DE with the same
expression level patterns were also previously described in co-expression networks in
Arabidopsis. We also found evidence which suggest that meiotic gene expression in plants
seems to be stage-wise coordinated. Finally we conducted the functional characterization of
some interesting genes that could be important for meiosis and/or its regulation in
Arabidopsis. Altogether, our results suggest that meiotic gene expression is tightly regulated
to ensure stage-wise gene expression, for which the chromatin structure control and the
participation of specific transcription factors could be important. Likewise, the present study
gives valuable information on the expression patterns of known-meiotic genes, which could
be helpful for an ulterior identification of gene expression regulatory networks in plant male
meiocytes, as well as for the characterization of new meiotic genes.
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INTRODUCCION

La meiosis es un proceso fundamental para los organismos que tienen reproduccion sexual,
ya que permite la formacién de gametos haploides. Ademads, este proceso ha sido sefalado
como responsable de la generaciéon de diversidad genética, dado que durante la primera
etapa de este (Profase I), ocurre la recombinacién entre cromosomas homélogos, lo cual trae
como consecuencia la generacién de nuevas combinaciones de alelos. Esta caracteristica
particular, la hace de gran interés para las personas que trabajan en el proceso de
fitomejoramiento, puesto que la posibilidad de incrementar la tasa de recombinacién
homoéloga significaria un aumento en la velocidad del proceso de mejoramiento. Aunque en
los Gltimos afos se han realizado grandes avances en el entendimiento de los genes y
procesos biolégicos relacionados con la meiosis y recombinacién homéloga, la regulacién
de la expresion génica durante esta atin no ha sido completamente elucidada.

Previamente, se describi6 que plantas domesticadas presentaban mayores tasas de
recombinacién que sus parentales silvestres (Ross-lbarra, 2004). Lo anterior, también se
cumple para girasol (Helianthus annuus L), en donde se describié que plantas de un genotipo
domesticado presentaban niveles de recombinacion significativamente mayores a los de un
genotipo silvestre (Rodriguez et al., 2007). Por otro lado, debido a su arquitectura floral, este
es un excelente modelo para el estudio de la meiosis, puesto que permite el aislamiento de
poblaciones de células (meiocitos) en etapas especificas del proceso. Dadas las dos
caracteristicas mencionadas (i.e diferencias significativas en la tasa de recombinacion entre
genotipos y posibilidad de aislar poblaciones puras de meiocitos), el objetivo de este trabajo
es describir las diferencias transcripcionales de meiocitos masculinos de girasol en Profase |,
de los genotipos domesticado vy silvestre que previamente mostraron un fenotipo contrastante
de recombinacion.

El documento actual presenta los resultados de dicho analisis de expresion diferencial,
organizado por capitulos que responden (a excepcion del Capitulo 1), a cada uno de los
objetivos especificos fijados para el cumplimiento del objetivo principal. De esta manera, en
el Capitulo 1, se realiza una contextualizacién al trabajo, presentando una breve
introduccion a la meiosis y su regulacién, asi como a las metodologias que han sido
empleadas para su estudio en plantas. En el Capitulo 2, se describen los resultados del
andlisis del transcriptoma de los meiocitos de girasol en comparacién con el transcriptoma
somatico de esta planta, el cual fue realizado con el propésito de identificar rasgos
particulares del panorama transcripcional de meiocitos de girasol. Por su parte en el Capitulo
3, se presentan los resultados del analisis de expresion diferencial entre los genotipos
domesticado vy silvestre, donde se destacan los IncRNAs como los mayores contribuidores de
cambios transcriptémicos. Por tanto, en este capitulo se fijo el objetivo de describir algunas
de las caracteristicas de los IncRNAs identificados, como una primera aproximacion para
entender su funcién en meiosis. La descripcion de cambios en elementos regulatorios de la
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transcripcion (e.g. factores de transcripcién) y genes previamente descritos con funcién en
meiosis, es presentada en el Capitulo 4, complementando el analisis de las diferencias
transcripcionales en los meiocitos de girasol. Asimismo, en este capitulo se documentan
algunos rasgos comunes entre los patrones de expresién de genes meiéticos de Arabidopsis y
girasol, por lo que se proponen algunos rasgos y elementos comunes de la regulacion
transcripcional que ocurre en la meiosis de plantas. Finalmente, en el Capitulo 5, se presenta
una primera aproximacion a la caracterizacion funcional de algunos genes diferencialmente
expresados entre meiocitos de los genotipos de girasol (candidatos a participar en la
regulacion de la meiosis), a través del analisis del fenotipo de mutantes insercionales de sus
ortélogos en Arabidopsis thaliana.
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Capitulo 1: La meiosis en plantas

1.1 Meiosis: la generacion de gametos haploides.

La meiosis es un proceso de divisiéon celular, durante el cual luego de una Unica ronda de
duplicacién del DNA (ocurrida en la fase S anterior), se producen dos rondas de division
celular, resultando en la formacién de gametos haploides (Harrison et al., 2010). Las células
que llevan a cabo este proceso de diferenciaciéon en gametos a través de la meiosis son
denominadas meiocitos. En plantas, estos Gltimos se encuentran localizados en érganos
especializados i.e. anteras y 6vulo, destinados a la formacién de gametos masculinos y
femeninos, respectivamente (Wilson and Yang, 2004). Cada ronda de divisién celular en la
meiosis corresponde con cada una de sus dos etapas, durante las cuales ocurre la
segregacion de cromosomas homélogos (meiosis 1), y la segregacién de cromdtidas hermanas
(meiosis 1) (Ma, 2006).

El éxito de la segregacién ocurrida durante la meiosis |, depende en parte de que cada par de
cromosomas homélogos establezcan una conexién fisica entre ellos (bivalente), lo que a su
vez, generalmente requiere del intercambio reciproco de informacién entre las cromatidas
no hermanas de cada par de homdlogos (entrecruzamiento o CO, por sus siglas en inglés), a
través del proceso de recombinacién homdéloga (Mercier et al., 2015). Como resultado de
que al menos un evento de entrecruzamiento ocurrié durante la meiosis I, a nivel
citogenético se puede observar la formaciéon de una estructura denominada quiasma
(Carpenter, 1994). Cabe resaltar que una de las principales consecuencias de dicho
intercambio reciproco entre cromosomas homoblogos es la creacion de nuevas
combinaciones de alelos, lo cual, sumado a la segregacién independiente de cromosomas
no homodlogos, permite la generacién de variabilidad genética (Cnudde et al., 2006; Hamant
et al., 2006a; Wijnker and de Jong, 2008). En la meiosis Il por su parte, la segregacion de las
cromdtidas hermanas, se realiza de manera muy similar a como sucede en la mitosis.

Cada una de estas dos grandes etapas meidticas puede ser dividida en cuatro fases: profase,
metafase, anafase y telofase (Ma, 2006). La profase I, es la primera y mas extensa de las
fases; en A. thaliana esta fase puede durar hasta 30.3 horas de las 33 horas totales que toma
la meiosis (Armstrong et al., 2003). Asimismo, la profase | puede ser dividida en cinco sub-
fases (leptoteno, cigoteno, paquiteno, diploteno y diacinesis). Es durante la primera sub-fase,
leptoteno (Figura 1a), que se da inicio al proceso de recombinacién homéloga, dado que es
aqui cuando producen las primeras roturas en el DNA. Posteriormente, en cigoteno (Figura
1b), tiene lugar la asociacién estable entre los cromosomas homoélogos (sinapsis), mediada
por un complejo protéico denominado complejo sinaptonémico (SC, por siglas en inglés). El
SC entonces, permite a los homélogos permanecer unidos durante todo el paquiteno (Figura
1c), formando los denominados bivalentes. Asimismo, durante paquiteno, se puede apreciar
la aparicién de complejos nucleoproteicos, denominados nédulos de recombinacién, los



cuales contienen algunas proteinas necesarias para el proceso de recombinacion. Aunque el
SC se desintegra en la transiciéon de paquiteno a diploteno (Figura 1d), los homodlogos
permanecen unidos, gracias a la estructura denominada quiasma. Finalmente, en diacinesis
(Figura Te), la dltima sub-fase de la profase I, los cromosomas aumentan su condensacién y
desaparece la envoltura nuclear (Anderson et al., 2001; Hamant et al., 2006a; Pawlowski
and Cande, 2005; Zickler and Kleckner, 1998).

/—\\/\\

b. Cigoteno

a. Leptoteno

\/

Figura 1. Profase | en Arabidopsis thaliana. Se presentan fotografias de cada una de las sub-
etapas normales de Profase | de Arabidopsis thaliana (n=5), acompafadas de una
representacion esquematica (n=2) inspirada en la presentada en (Mercier et al., 2015).

Una vez terminada la profase, los cromosomas encuentran su punto maximo de
condensacién en la metafase | (Figura 2a), durante la cual ademds estos son orientados hacia
el mismo polo, con ayuda de los microtibulos del huso. En la anafase | (Figura 2b), la
conexion fisica entre los homodlogos se rompe, permitiendo que cada uno de los
cromosomas homologos migre a polos opuestos de la célula, finalizando asi la primera
division meidtica, también conocida como segregacion reduccional (Zickler and Kleckner,
1998). Durante la meiosis Il, los organelos del citoplasma se organizan de manera tal que
forman una banda que separa los dos ntcleos, los cuales durante la profase Il (Figura 2c) se
observan ligeramente descondensados. Sin embargo, en la metafase Il (Figura 2d), estos se
observan nuevamente condensados. Es en la anafase Il (Figura 2e), donde finalmente se lleva
a cabo la separacion de las cromdtidas de cada cromosoma (segregacion ecuacional).
Posteriormente, en la telofase Il (Figura 2f) los cromosomas migran a cada uno de los polos
de las células hijas y la barrera de organulos se dispone en forma de cruz, facilitando la
division equilibrada del citoplasma (citocinesis); mientras que la cromatina se descondensa y
se forman las cuatro envolturas nucleares, dando origen a la tétrada (Figura 2g) (Hamant et
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al., 2006a; Mercier et al., 2015; Zickler and Kleckner, 1998). De esta manera, al final de la
meiosis masculina y una vez ocurrida la citocinesis y dos divisiones mitéticas, cada producto
meiotico dard origen a un granulo de polen (Wilson and Yang, 2004).

N T N

a. Metafase | b. Anafase | c. Profase Il

o e
&/ N

e. Anafase Il d. Metafase Il

f. Telofase Il

Figura 2. Fases de la meiosis en Arabidopsis thaliana posteriores a Profase 1. Se presentan
fotografias de cada una de las etapas posteriores a Profase | de Arabidopsis thaliana (n=>5),
acompanadas de una representacion esquematica (n=2) inspirada en la presentada en
(Mercier et al., 2015).

Son varias las razones que han hecho que las plantas sean excelentes modelos para el
estudio de la meiosis. En primer lugar, estas suelen tener genomas grandes, lo que se traduce
en grandes cromosomas, facilmente visibles en el microscopio con técnicas citogenéticas,
relativamente simples (Mercier et al., 2015). Asimismo, a diferencia de algunos modelos
animales, en plantas la pérdida de funcién de varios genes involucrados en las rutas de
reparacion y recombinacién homéloga no es letal, lo que permite estudiar a mayor detalle su
funcion (Schuermann et al., 2005). Por otro lado, la amplia disponibilidad de colecciones de
mutantes en plantas modelo, asi como el hecho de que la meiosis ocurre tarde en el
desarrollo, aumentando la probabilidad de que los cambios durante este puedan ser
transmitidos y observados en la siguiente generacién, son algunos de los motivos para los
cuales estas son especialmente adecuadas para este tipo de andlisis genéticos (Mercier et al.,
2015; Schuermann et al., 2005). Finalmente, el estudio de la meiosis en plantas podria tener
aplicaciones agronémicas relacionadas con el mejoramiento de la fertilidad de cultivo, la
produccién de semillas, asi como en el incremento de la eficiencia del proceso de
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fitomejoramiento (Mercier et al., 2015; Ronceret and Vielle-Calzada, 2015; Wijnker and de
Jong, 2008; Wijnker and Schnittger, 2013; Wijnker et al., 2012). Vale la pena mencionar,
que dada su alta disponibilidad y la facilidad de acceder a ellos, la mayoria de estudios de
meiosis en plantas, han sido realizados en meiocitos masculinos (Hamant et al., 2006a).

1.2 Recombinacion homéloga durante la meiosis.

La recombinacién homéloga (HR), cumple importantes funciones biolégicas como la
reparacion del DNA, ante la aparicién de dobles roturas (“double strand breaks”, DSBs) u
otros tipos de dano; el mantenimiento de los telémeros, el rescate de la horquilla de
replicacién del DNA, y la correcta segregacion de los cromosomas durante la meiosis (San
Filippo et al., 2008; Sung and Klein, 2006). Aunque el mecanismo y proteinas que
intervienen en la recombinacién homéloga somatica y la meidtica son muy similares, esta
Gltima se diferencia de la primera, en que la aparicién de DSBs en todos los cromosomas es
programada, y en que en la meidtica se favorece el intercambio de secuencias entre
cromosomas homoélogos mas que entre cromatidas hermanas (Sung and Klein, 2006).

Como resultado del proceso de HR pueden producirse entrecruzamientos y no-
entrecruzamientos  (“crossover” —-CO- 'y “non-crossover” -NCO-, respectivamente),
dependiendo de si existe intercambio reciproco (CO) o no (NCO) entre los cromosomas. De
estos dos, s6lo los CO se manifiestan como quiasmas. Ademds, la HR puede resultar en
fenémenos de conversién génica (GC, por sus siglas en inglés), la cual se puede definir como
el fendmeno en que uno o mas marcadores genéticos, presentan patrones de segregacion no-
mendeliana entre los productos de una tnica célula meidtica (Bishop and Zickler, 2004).

Aunque aun existen debates y dudas sobre algunos puntos, la Figura 3, presenta un modelo
de como sucede la recombinacién homdéloga durante la meiosis, y a continuacién se
describiran brevemente algunos de los subprocesos que esta implica.

1.2.1 Formacién y procesamiento de las dobles roturas.

La HR en meiosis, empieza con la generacién de dobles roturas por parte de la proteina
Spo11 (Figura 3a), una topoisomerasa ampliamente conservada (Keeney et al., 1997). En A.
thaliana, se han descrito tres homologos para esta proteina, de los cuales solo dos de ellos
(Spo11-1 y Spol11-2) tienen una funcién en meiosis (Grelon et al., 2001; Hartung and
Puchta, 2000). En plantas, cinco genes adicionales a Spo11, han sido identificados como
importantes para la formacién de las DSBs (Mercier et al., 2015). ATPRD1 quien parece ser
un homologo funcional de la proteina MEIT de ratén, la cual es necesaria para la iniciacién
de la meiosis (De Muyt et al., 2007); ATPRD2 y ATPRD3 las cuales estan poco conservadas
y cuya funcién no estd completamente elucidada (De Muyt et al., 2009); DFO una proteina
especifica de plantas, sin ningin dominio funcional conocido (Zhang et al., 2012) vy
finalmente la proteina CRC1 de arroz, la cual al parecer actia como un complejo para
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favorecer la formaciéon de DSBs, e interviene en el reclutamiento de proteinas necesarias
para el apareamiento de los homélogos (Miao et al., 2013).

a Formacion de DSB AtSpO11-1, AtSPO11-2, AIMTOPVIB
AtPRD1-3
AtATR, AtATM ADFO
Procesamiento de extremos
b MRN complex
AtCOM1

\

Intercambio de cadena de DNA
AtRAD51/AtDMCT1

/N AtRADS51C/AtXRCC3, AtBRCA2

AtMND1/AtHOP2, AtRPATA
|

\ :
dH] 4 .
X0 Antirecombinasa [
s N een AtFIGL1
| ! :
. ., . Antirecombinasa
Disolucion de dH) Resolucion de dH) f—— AtFANCM1 =8>
d AtMHF1, AtMHF2
Protei ZMM
AtTOP3o/AtRMI1 A;‘;fg‘a/f\tSH OC] ” .
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AtMLH1/AtMLH3 AtMUSS1
 J
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(interferencia- (interferencia-
dependiente) independente) (SDSA)

Figura 3. Modelo de recombinacién meidtica en Arabidopsis thaliana.
Modificado a partir del de (Pradillo et al., 2014).

Se ha identificado que, posterior a las dobles roturas, ocurren modificaciones en la histona
H2AX, la cual es fosforilada en un proceso donde parecen estar involucradas las proteinas
ATM y ATR (Culligan and Britt, 2008). Esta version fosforilada de la histona (y-H2AX), al
parecer es importante para el reclutamiento de factores necesarios para la reparacion de la
DSB (Turinetto and Giachino, 2015). Posteriormente, los extremos 5’ resultantes de la DSB,
son procesados (Figura 3b), gracias a la participacién de los complejos Mrel1-Rad50-
Xrs2/Nbs1 y Com1/ Sae2/ CtIP (Osman et al., 2011). Dichos complejos no son especificos de
meiosis, puesto que también participan en la reparacion de DSBs somaticas por HR (Gallego
et al., 2001; Waterworth et al., 2011). El procesamiento de los extremos 5’, permite la
liberacion de la proteina Spo11, junto con un pequeiio oligo de DNA (Pan et al., 2011).
Recientemente, la utilizacién de técnicas que permiten la inmunoprecipitaciéon de SPO11, y
posterior secuenciacién masiva de estos oligos unidos (Spol11 oligos), ha permitido la
identificacion de las zonas donde tienen lugar las dobles roturas en el genoma (Hwang and
Hunter, 2011).
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1.2.2 Intercambio de la cadena sencilla de DNA.

Como consecuencia del procesamiento de las DSBs, se generan extremos de DNA de
cadena sencilla (ssDNA) 3’, sobre los cuales se realiza el ensamblado de complejos
nucleoproteicos presindpticos que incluyen las recombinasas de DNA, DMC1 y RAD51.
DMCT1 es la Unica que parece ser exclusiva de meiosis, mientras que RAD51 también
participa en eventos de reparacion somatica del DNA a través de HR (Osman et al., 2011).
Se ha propuesto que estas dos recombinasas interactian de forma asimétrica, facilitando que
una de las cadenas realice la invasién inicial sobre la doble hélice de la cromatida del
cromosoma homoélogo (Figura 3c), mientras que la segunda es recapturada posteriormente
(Pradillo et al., 2014; Shinohara and Shinohara, 2004). Sin embargo, alin hay controversia
sobre la contribucién real de cada una de estas proteinas al proceso de recombinacién.

Por un lado, se ha sugerido que DMC1 se une al ssDNA antes que RAD51 encargdndose de
la basqueda inicial de homologia, con la posterior colaboracién de RAD51. Esta primera
recombinasa, seria a su vez la principal responsable de la reparacién de la DSB, utilizando
el cromosoma homdélogo como molde, mientras que RAD51 ademdas podria reparar las
DSBs en ausencia de DMCT1, utilizando como molde la cromatida hermana (Pradillo et al.,
2012, 2014). En un modelo alternativo, se propone que gracias a la actividad de los genes
RPAT y ATR, se impide la unién de DMC1 a la molécula de ssDNA, pero no la de RAD51, la
cual se uniria a uno de los extremos de ssDNA. Posteriormente, gracias a la desaparicién de
ATR, se realizaria la unién de DMCT1 en el filamento opuesto, al mismo tiempo que ocurren
modificaciones en las proteinas del complejo sinaptonémico, que dificultarian que la
invasion del ssDNA tenga lugar hacia la cromdtida hermana (Kurzbauer et al., 2012).
Finalmente, Da Ines et al. (Da Ines et al., 2013), afirman que la actividad de RAD51 no seria
necesaria para la HR en meiosis.

En Arabidopsis, se ha identificado un Unico gen que codifica para DMCT, sin embargo para
RAD51 se han descrito seis pardlogos (RAD51, RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2,
XRCC3) (Osman et al., 2011). Se piensa que estos paralogos de RAD51, fueron originados
por eventos de duplicacién y adquirieron nuevas funciones durante la evolucién, de manera
que actualmente estos no son funcionalmente redundantes y actian en conjunto en la
reparacion de las DSBs (Bleuyard et al., 2006; Pradillo et al., 2014). El producto de la
interaccion de  estos seis paralogos son dos complejos: BCDX2
(RAD51B/RAD51C/RAD51D/XRCC2) y CX3 (RAD51C/XRCC2). Aunque ambos complejos
estan involucrados con la reparacion del DNA, s6lo CX3 interviene en la recombinacién
meidtica, presuntamente mediando la unién y/o actividad de RAD51 (Bleuyard and White,
2004; Bleuyard et al., 2005; Pradillo et al., 2014).

Durante esta etapa del proceso de recombinacién, también es necesaria la actividad de

algunas proteinas accesorias. MND1 y AHP2, participan formando un complejo necesario
para dirigir la reparacién del DNA mediada por RAD51, utilizando como molde la
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cromdtida hermana (Uanschou et al., 2013). Asimismo, BRCA2A y BRCA2B, interaccionan
fisicamente con RAD51 y DMC1, mediando su reclutamiento (Dray et al., 2006; Seeliger et
al., 2012; Siaud et al., 2004). También RPA ha sido identificada como importante durante
esta etapa, ya que participa eliminando posibles estructuras secundarias que forma el ssDNA
(Osman et al., 2009; Ribeiro et al., 2015).

1.2.3 Vias para la formacion de COs y NCOs.

Una vez establecido el intercambio de cadenas, se forma una estructura intermediaria de
DNA denominada “Holliday junction” (Hj) a partir de la cual el proceso de recombinacién
homéloga continta, dando origen a CO y NCO (Mercier et al., 2015; Osman et al., 2011).
Hasta el momento, se han identificado dos rutas que dan origen a dos tipos COs: CO de tipo
I'y CO de tipo Il. Para la formacién de CO de tipo | (Figura 3d), es necesaria la participacion
de un gran nimero de proteinas Ilamadas colectivamente ZMM (ZIP1, ZIP2, ZIP3, ZIP4,
MSH4, MSH5 y MER3). En Arabidopsis se ha observado que la mutacién en los ortélogos de
dichas proteinas conlleva una disminucién dramatica del nimero de COs, a tal punto que se
estima que esta ruta de formacion de COs es responsable de entre el 85% y el 90% de los
COs en esa planta modelo (Mercier et al., 2015). Existe ademds una proteina ZMM
especifica de plantas, necesaria para la formacién de CO tipo I, denominada PTD (Lu et al.,
2014; Ma et al.,, 2006). Asimismo, dos proteinas adicionales no-ZMM, intervienen en la
formacién de COs por esta primera ruta, MLH1 y MLH3. Segin Dion et al. (Dion et al.,
2007), MLH1, ademas de intervenir en el proceso de HR en meiosis, también es importante
para llevar a cabo la recombinacién mitética. Respecto a MLH3, se ha propuesto que su
papel principal es en la resolucién de la Hj hacia CO (Jackson et al., 2006).

La segunda via para la formacién de CO (Figura 3e), alin no estd completamente entendida,
pero se sabe que necesita de la participacién de la endonucleasa MUS81. Las plantas de
Arabidopsis con mutaciones de pérdida de funcion de MUS81, presentan una reduccién de
aproximadamente el 10% de COs. Sin embargo, en plantas dobles mutantes para MUS81 y
proteinas de la ruta de ZMM ain se observa formacién de COs, lo cual sugiere que puede
existir otra via y/o genes responsables de la formacién de COs aln no caracterizada
(Berchowitz et al., 2007; Higgins et al., 2008; Mercier et al., 2015).

Existen diferencias importantes entre las dos vias de generacién de COs. Si bien hay distintas
proteinas implicadas en cada una de ellas, también se ha observado que para la formacién
de COs de tipo Il no se precisa la formacion de la estructura intermediaria Hj (Berchowitz
and Copenhaver, 2010; Pradillo et al., 2014). Asimismo, estos dos tipos de COs, difieren en
la manera como se ubican a lo largo del cromosoma. Mientras que los CO de tipo Il se
distribuyen aleatoriamente a lo largo del cromosoma (Berchowitz et al., 2007), los CO de
tipo |, se ubican a una distancia entre si mayor a la esperada por el azar (Osman et al.,
2011). Lo anterior sugiere que por algiin mecanismo, atin no completamente elucidado, la
ocurrencia de un CO de tipo | interfiere con la ocurrencia de un CO (tipo | o tipo II), en su
cercania (Anderson et al., 2014). Asi pues, se cree que los COs de tipo |, generados a través
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de la via que incluye las proteinas ZMM, son sensibles a interferencia; mientras que, los CO
de tipo Il, producidos con la participacion de MUS81, son insensibles a interferencia
(Berchowitz and Copenhaver, 2010; Mercier and Grelon, 2008; Osman et al., 2011).

Como se menciono anteriormente, la evidencia citogenética de que al menos un evento de
entrecruzamiento (CO) tuvo lugar, es la formacién de un quiasma. En A. thaliana, se estima
que la media de quiasmas por célula se encuentra entre 7 y 14, dependiendo del ecotipo
analizado (Lépez et al., 2012; Sanchez-Moran et al., 2002). No obstante, al inicio del
proceso de recombinacién se producen alrededor de 200 DSBs (Higgins et al., 2008;
Kurzbauer et al., 2012; Mercier et al., 2015), lo cual sugiere que la mayoria de DSBs
deberian ser reparadas por mecanismos que conllevan a la formacién de NCO (Sanchez-
Moran et al., 2007). Sin embargo, el nimero de NCO detectados por meiosis en esta planta,
se encuentra alrededor de 1 y 6 (Lu et al., 2012; Sun et al., 2012; Wijnker et al., 2013).
Segin Mercier et al. (Mercier et al., 2015), la baja deteccién de NCO, podria ser
consecuencia de que los eventos de reparacion de las DBSs sean realizados utilizando como
molde la crométida hermana (lo que no dejaria rasgo genético); o bien porque las
metodologias actuales de deteccion de NCO tienen un bajo nivel de resolucién.

Gracias a estudios realizados en levadura, se estima que la ruta principal para la generacion
de NCO en meiosis es la de “hibridacién dependiente de sintesis de hebra” (SDSA, por sus
siglas en inglés) (McMabhill et al., 2007). En esta via de reparacién de DSBs no hay formacién
de Hj (Figura 3f). En cambio, la cadena de ssDNA invasora es disociada antes de la segunda
captura y luego re-hibridada en el extremo 3’ del otro extremo de la rotura, donde
posteriormente se produce la sintesis y ligacién del DNA (Sun et al., 2012). Sin embargo,
existen otros mecanismos de formacién de NCO en meiosis a partir de la resolucién o
disolucién de la Hj intermediaria (Knoll and Puchta, 2011) (Figura 3g). Por ejemplo, para la
generacion de NCO por disolucién de la Hj, es necesaria la participaciéon de un complejo
proteico (denominado RTR), constituido por las proteinas RECQ4A, TOP3o y BLAP75
(también llamada RMI1) (Chelysheva et al., 2008; Hartung et al., 2008; Knoll et al., 2014).
Asimismo, la helicasa RECQ4B también ha sido identificada como importante para la
formacién de NCO (Séguéla-Arnaud et al., 2015). La helicasa FANCM vy sus cofactores
MHF1 y MHF2, actdan previniendo la formacién de CO, a través de un mecanismo diferente
al propuesto para los genes anteriormente mencionados (Crismani et al., 2012; Girard et al.,
2014) (Figura 3h). Por dltimo, la AAA-ATPase FIDGTIN-L, que se propone actia en el paso
de invasién de cadena mediado por RAD51/DMCT1, también ha sido descrita con actividad
anti-CO (Girard et al., 2015) (Figura 3i). En plantas, estos Gltimos genes que favorecen la
formacién de NCOs (anti-CO), parecen ser blancos promisorios para incrementar la
frecuencia de recombinacién en programas de fitomejoramiento (Séguéla-Arnaud et al.,
2015).
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1.3 Mecanismos de regulacion de la recombinacién homéloga y formacion
de entrecruzamientos en meiosis.

La formacién de CO y su control involucra varias rutas que presentan variaciones de un
organismo modelo a otro (Cromie and Smith, 2007). Desde los afios 70s, se tenia evidencia
de que los pasos necesarios para llevar a cabo la recombinacién se encontraban bajo un
control genético de naturaleza compleja (Simchen and Stamberg, 1969). Es quizas dicha
complejidad la que ha hecho que alrededor de cinco décadas después la regulacion de la
HR no esté completamente entendida (Hamant et al., 2006b; Ma, 2006; Zhou and
Pawlowski, 2014a). De hecho, la diversidad de mecanismos es tal, que se han descrito tanto
elementos que actian de forma cis como trans, alterando la recombinacién de manera
global o regional (Esch and Horn, 2008).

Una hipdtesis es que sitios discretos en el DNA regulan la distribucién de los eventos de
recombinacién meidtica a lo largo del genoma. Lo anterior gracias a que se han identificado
puntos donde los eventos de recombinacién ocurren a tasas mas altas que las de todo el
genoma (“hotspots” de recombinacién), los cuales a su vez parecen tener motivos
conservados y marcas epigenéticas caracteristicas (Wahls and Davidson, 2010). Por otro
lado, se ha observado que la estructura de la cromatina también influye de manera
importante en la localizaciéon y ndmero de DSBs. En levadura, una cromatina mas “abierta”
(descondensada) y libre de nucleosomas, como la presente en regiones promotoras, parece
ser mas propicia para la actividad de Spol11 (Berchowitz et al., 2009; Pan et al., 2011).
Asimismo, en plantas, también se ha descrito que cambios en la estructura de la cromatina
podrian alterar no sélo la formacién de DSB, sino también el panorama de eventos de
recombinacion (Mirouze et al., 2012; Rosa et al., 2013; Shilo et al., 2015).

El fenémeno de interferencia entre CO, también puede ser considerado como un mecanismo
de regulaciéon de la recombinacion, puesto que limita el nimero posible de eventos que
tendrian lugar. Aunque no es claro porqué se establece dicha interferencia, un modelo
aceptado es el de “estrés mecanico”. Este modelo propone que los cromosomas sufren
rondas programadas de expansiéon y contraccién, lo cual genera cierto tipo de estrés
mecanico que seria aliviado con la ocurrencia de un CO, inhibiendo la ocurrencia de otro
CO en las regiones de DNA adyacentes (Kleckner et al., 2004; Zhang et al., 2014a). Sin
embargo, se ha observado que al realizar mutaciones simultaneas de genes con actividad
anti-CO (descritos anteriormente), se puede incrementar hasta nueve veces la frecuencia de
CO sin afectar la segregaciéon cromosémica. Lo anterior supone que mas alld de las
restricciones mecdnicas, la limitaciéon en el nimero de CO podria estar definida por los
costos a largo plazo de la recombinacion (Séguéla-Arnaud et al., 2015).

El ndmero de CO que ocurren en la HR, también parece estar determinado por un proceso

que ha sido denominado “homeostasis de CO”. Este fenémeno supone que el nimero de
COs que tienen lugar durante la meiosis se mantiene constante a expensas de cambios en la
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relacion CO/NCO (Phadnis et al., 2011). Dicho fenémeno fue descrito por primera vez en
levadura, en donde se analizaron mutantes hipomorfos de Spo11, los cuales mostraban una
reduccién variable en el nimero de DSBs pero un nimero constante de CO (Martini et al.,
2006). Dado que en mutantes para los cuales se afecta la interferencia de CO (e.g. Zip2 y
Zip4) la homeostasis también se reduce, se plantea la hipétesis de que ambos fenémenos
podrian tener una via de regulacion comdn (Martinez-Perez and Colaiacovo, 2009).

La HR también parece ser regulada tanto a nivel transcripcional como traduccional. Se han
descrito modificaciones post-traduccionales reversibles (ubiquitinacién, fosforilacién 'y
sumolizacién) de proteinas importantes para la HR, que delimitan su actividad (Heyer et al.,
2010). Por otro lado, al monitorear la actividad traduccional de S. cerevisiae durante la
meiosis, se observd que durante este proceso existe un control traduccional generalizado,
que a su vez refleja la existencia de regulaciéon a nivel transcripcional (Brar et al., 2012).
Ademas, en este organismo se ha evidenciado que los genes necesarios para la meiosis y
HR, son expresados en puntos especificos en una via temporalmente muy regulada (Mata et
al., 2002; Vershon and Pierce, 2000). Sin embargo, los factores que median esta cascada de
transcripcion temporalmente regulada, se encuentran muy poco conservados (Andreuzza et
al., 2015). Asi pues, el entendimiento de cémo es regulada la expresion génica durante la
meiosis en plantas es limitado (Andreuzza et al., 2015; Zhou and Pawlowski, 2014a). Por
tanto, la regulacion transcripcional de la HR en meiosis es aiin mas limitada.

Es importante resaltar que la regulacién transcripcional durante la meiosis presenta una
limitacion adicional impuesta por el estado de condensacion de los cromosomas, lo cual
limita el acceso a la cromatina. Por lo anterior, la red de regulacién debe coordinar entonces
la ocurrencia de los cambios en estados de la cromatina propios de la meiosis, asi como los
necesarios para permitir la expresiéon de genes. En esto Gltimo, se propone que podria ser
importante la participacién de RNAs no codificantes tanto largos como pequefos (Zhou and
Pawlowski, 2014a).

Los estudios transcriptémicos son un buen punto de partida para elucidar los mecanismos
que intervienen en la regulacién de la expresién génica en meiosis (Zhou and Pawlowski,
2014a). En los Gltimos anos, ha sido posible obtener transcriptomas de meiocitos masculinos
aislados de las plantas modelo Arabidopsis (Chen et al., 2010a; Yang et al., 2011) y maiz
(Dukowic-Schulze et al., 2014). Dichos estudios han permitido evidenciar que los meiocitos
tienen una alta actividad transcripcional; alrededor del 50 al 60% del total de los genes de la
planta se expresan durante la meiosis. Ademds, esta se caracteriza por contener un alto
nimero de secuencias no identificadas, elementos transponibles y genes de origen
mitocondrial (Chen et al., 2010a; Dukowic-Schulze et al., 2013, 2014; Zhou and Pawlowski,
2014a). Ademds, estos estudios han permitido identificar promotores con actividad
preferencial en meiocitos (Li et al., 2012), asi como nuevos genes candidatos importantes
para la meiosis, e.g. FEHLSTART (Li et al., 2015).
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Son pocos los genes de plantas que se han descrito con una posible funcién regulatoria de la
expresion de genes relacionados a la meiosis. En Lirio, una proteina de la familia GRAS
[lamada LISCL, ha sido asociada a la regulacion de la expresién de genes en meiosis, aunque
su papel adn no ha sido completamente elucidado (Morohashi et al., 2003). Mientras tanto,
en maiz se ha observado que alelos mutantes del gen AMEIOTICT, presentan diferencias en
el perfil transcripcional de genes meidticos, lo cual podria sugerir que este actia como un
modulador de la expresion de genes importantes para la meiosis y progresién de la profase |
(Nan et al., 2011; Pawlowski et al., 2009). Por otro lado, el gen meiético MMD1 de A.
thaliana posee un dominio PHD, cominmente encontrado en proteinas con actividad en
regulacién transcripcional y proteinas asociadas a complejos de remodelamiento de
cromatina, por lo cual se propone que podria ser un regulador transcripcional (Yang et al.,
2003). Posteriormente, Andreuzza et al. (Andreuzza et al., 2015), demostraron que, en
efecto, MMD1 participa en la regulaciéon de la expresién de los genes TDM1 y JAS,
importantes para las transiciones del ciclo celular y la organizacién del huso en meiosis.
Ademas, gracias a que la expresion de este gen estd limitada a una etapa especifica de la
meiosis (diploteno), los autores proponen que la transcripcién de genes meidticos en plantas
también podria estar temporalmente regulada.

La Figura 4 presenta un resumen de los mecanismos descritos anteriormente, que podrian
estar involucrados en la regulacién de la recombinacién homéloga y formacién de
entrecruzamientos en meiosis.

Modificacion de P RNAs no codificantes
histonas b sRNAs y IncRNAs
A

Estructura y organizacion _
—> . <
de la cromatina

X

JL \lf Interferencia
Regul.au.on «—>»  Nuamero de CO 1
transcripcional

R T Homeostasis de CO
Modificaciones post-

traduccionales

Figura 4. Propuesta de la relacion de mecanismos relacionados con la regulacion de la
recombinaciéon homédloga en meiosis. El presente diagrama retoma puntos de la visién de
Zhou y Pawlowski (Zhou and Pawlowski, 2014a) sobre factores que podrian afectar al
transcriptoma meidtico y que consideramos también son importantes para la regulaciéon de
la HR. El nimero de CO que tienen lugar durante la meiosis puede estar afectado por los
fenémenos de interferencia y homeostasis, los cuales a su vez parecen tener una via de
regulacién comun. Ademas, se han descrito modificaciones postraduccionales de proteinas
involucradas en la HR, como un mecanismo de regulacién de la misma. Dentro de estas



modificaciones se destacan las que sufren las histonas, lo cual puede tener un efecto sobre la
estructura y organizacion de la cromatina a través de una via en la que ademds participarian
los RNAs no codificantes. Finalmente, la estructura de la cromatina puede a su vez tener un
efecto sobre la transcripcion de genes en meiosis, o bien sufrir cambios gracias a la
transcripcion de elementos que median dicha estructura, como por ejemplo, los RNAs no
codificantes.

1.4 Variabilidad de la recombinacion homdloga en meiosis.

La variabilidad de la tasa de recombinacién y de la frecuencia de quiasmas es influenciada
tanto por factores genéticos como ambientales (Esch and Horn, 2008). Dentro de los factores
ambientales que pueden afectarla, la temperatura parece ser uno de los mas importantes. Se
han descrito fallos en la meiosis tanto a altas como a bajas temperaturas en distintos
procesos que van desde la sinapsis y formacién de CO, hasta la formaciéon de gametos no
reducidos (Bomblies et al., 2015). El estatus nutricional, el ataque de patégenos y la
aplicacién de agroquimicos, también han sido descritos como factores que afectan la
meiosis y formacién de CO (Bomblies et al., 2015; Esch and Horn, 2008; De Storme and
Geelen, 2014). Una hipétesis de cémo esta variedad de estimulos afectan la tasa de
recombinacién es planteada alrededor de la produccién de &4cido abscisico, pues esta
hormona se produce en respuesta al estrés de la planta y se ha encontrado que influencia la
tasa de recombinacién (De Storme and Geelen, 2014).

Algunos rasgos de la estructura cromosémica son también responsables de las diferencias en
la tasa de formacién de CO, tanto a nivel local (regiones del cromosoma), como global. Por
ejemplo, la regién centromérica presenta una baja formacién de CO y NCO, mientras que
en la region telomérica aunque existe reduccién del nimero de CO, los niveles de NCO son
equivalentes a los de otras regiones cromosémicas (Serrentino and Borde, 2012). Asimismo,
algunos cambios en la estructura del cromosoma, tales como: deleciones, formacién de
bloques de heterocromatina y presencia de segmentos homedlogos o de introgresion;
pueden llevar a cambios en la formacién de COs (Wijnker and de Jong, 2008).

La tasa de recombinacién homéloga también puede variar de acuerdo al genotipo. En A.
thaliana se ha descrito que la variacién natural en el nimero de quiasmas puede implicar
diferencias de hasta un 20% mas (o menos) quiasmas, entre las accesiones mas contrastantes
para este rasgo (Lopez et al., 2012; Sanchez-Moran et al., 2002). Asimismo, en esta planta se
observaron diferencias en la tasa de recombinacién en funcién de la heterocigosidad y el
fondo genético (Barth et al., 2001). En maiz, gracias al andlisis de mapas genéticos de alta
densidad de marcadores, se describieron diferencias intraespecificas en la tasa de
recombinacién a nivel genémico, cromésomico e intracromosomal (Bauer et al., 2013). A su
vez, en soya, se encontré que cultivares altamente seleccionados presentaban una mayor
tasa de recombinacién que lineas recombinantes no seleccionadas de la misma poblacién
(Stefaniak et al., 2006).
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El proceso de domesticacién, también es un factor que influye en la tasa de recombinacion
en plantas (Esch and Horn, 2008). Realizando comparaciones pareadas de en total 196
especies de plantas vasculares, que incluian 46 especies domesticadas con su progenitor, se
identific6 que el proceso de domesticacion generalmente incrementa la tasa de
recombinacién (Ross-lbarra, 2004). Este incremento, podria ser una estrategia para aumentar
la diversidad genética en las plantas domesticadas, la cual se ve limitada por los cuellos de
botella o deriva que tienen lugar durante la domesticacién. Ademas, dicho incremento
podria favorecer la aparicion de relaciones epistaticas entre dos alelos benéficos (Otto and
Barton, 2001; Ross-Ibarra, 2004)

1.5 Aproximaciones metodologicas del estudio de la meiosis en plantas.

Tradicionalmente, la descripcién de la funcién de genes relacionados con meiosis en plantas
ha sido realizada a través de aproximaciones citogenéticas y genéticas (Mercier and Grelon,
2008). Dentro de estas Gltimas, se incluyen tanto métodos de genética directa (forward
genetics) como de genética reversa (reverse genetics). Son muchos los genes meidéticos que
han sido caracterizados en plantas a través de genética directa, realizando el tamizaje de
colecciones de mutantes cuyo fenotipo evidencia problemas de fertilidad (e.g. reduccién en
el tamano de la siliqua en A. thaliana) (Mercier et al., 2001). Por ejemplo, esta estrategia ha
permitido la caracterizacién del gen MEL1 en Oryza sativa (Nonomura et al., 2007), SDS en
A. thaliana (Azumi et al., 2002) o PHS1 en Zea mays (Pawlowski et al., 2004). En la genética
reversa se realiza la selecciéon previa de genes candidatos, y posteriormente se aislan los
mutantes para dichos genes y se caracterizan su fenotipos. Estos genes candidatos pueden
ser seleccionados por homologia con genes descritos en otros organismos con funcién en
meiosis, o bien, revisando la expresién diferencial de estos en 6rganos sexuales (Hamant et
al., 2006a; Mercier and Grelon, 2008). CDC45 de Arabidopsis thaliana (Stevens et al., 2004)
y RAD51A1 de Zea mays (Franklin et al., 1999), son ejemplos de genes que han sido
caracterizados a través de este tipo de aproximacién. Para plantas no modelo, en las cuales
no existe una coleccién de mutantes disponible o suficientemente caracterizada, las
aproximaciones de genética reversa parecen ser la mejor manera para realizar la busqueda
de nuevos genes, y este es uno de los puntos que resalta la importancia del analisis de
expresion diferencial en células meidticas.

Los niveles de expresion génica de varios genes a la vez pueden ser medidos
fundamentalmente de dos formas: microarreglos o a través de la secuenciacion de las
moléculas de RNA (RNA-Seq). Esta uGltima metodologia, tiene mayor sensibilidad, rango
dindmico y menor variacién que la técnica de microarreglos (Oshlack et al., 2010). Para el
RNA-seq, es necesario el aislamiento de RNA (mRNA purificado) y su conversién a cDNA
por transcripcion reversa. Posteriormente, dicho cDNA es secuenciado e identificado en
relacién a su gen de origen, para finalmente contar el nimero de secuencias que pertenecen
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a este e inferir su nivel relativo de expresiéon (Wang et al., 2009). Si el genoma del organismo
no se encuentra disponible, una fase intermedia del andlisis de RNA-seq consiste en el
ensamblaje de novo del transcriptoma y la identificacion de los genes reconstruidos (Strickler
et al., 2012). Aunque la medicién de los niveles de expresion de genes relacionados con
meiosis ha sido realizada exitosamente a través de microarreglos (Crismani et al., 2006;
Deveshwar et al., 2011) y RNA-seq (Chen et al., 2010a; Dukowic-Schulze et al., 2014; Yang
et al., 2011), esta Gltima parece mas adecuada si se pretende la descripcion de genes
nuevos.

1.3 El girasol como modelo de estudio de la meiosis en plantas.

El girasol (Helianthus annuus L.), es una especie diploide (2n=34) de interés agronémico, ya
sea para la produccion de aceite y proteina de origen vegetal, o como flor ornamental (Seiler
and Jan, 2010). Esta planta ademads ha sido utilizada como organismo modelo para el estudio
de procesos de especiacion por hibridacién, introgresion y arquitectura genética (Rieseberg
et al.,, 1993, 1995). Para el estudio de la meiosis, H. annuus presenta una ventaja
fundamental, determinada por la posibilidad de aislar poblaciones puras de meiocitos
masculinos en etapas claramente diferenciadas. Lo anterior, gracias a que la arquitectura de
su inflorescencia permite el desarrollo de varias flores con diferentes edades, las cuales se
organizan, de la mas joven a la mas vieja, desde el centro a la periferia del capitulo
(Jovanka, 2004).

Un estudio previo, identific6 diferencias significativas en la tasa de recombinacién
homoéloga, determinada mediante el andlisis de las configuraciones cromosémicas en
diacinesis, entre plantas de girasol domesticado de la linea publica HA89 (Helianthus
annuus L. var. macrocarpus) y plantas de girasol silvestre Ac-8 (H. annuus L ssp. texanus).
Ademas, se observaron diferencias en la tasa de recombinacién de estos dos genotipos de
girasol, respecto a plantas de la F1 de su cruza, por lo cual se plantea que dichas diferencias
podrian ser el resultado de mecanismos de regulacién multigénicos (Rodriguez et al., 2007).
La Figura 5, presenta algunas de las principales caracteristicas de estos tres genotipos, los
cuales seran el material de estudio del presente trabajo
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Domesticado (D) F1 Silvestre (S)

Figura 5. Diferencias entre las lineas de girasol utilizadas en el desarrollo de este estudio.
(@) Inflorescencias de los 3 genotipos de girasol: mientras que los genotipos Domesticado y
F1 se caracterizan por tener un solo capitulo, el genotipo Silvestre presenta mdltiples
ramificaciones con varios capitulos. (b) Diferencias en el tamafo del aquenio de los 3
genotipos. (c) Configuraciones cromosémicas en Diacinesis, tomado de (Rodriguez et al.,
2007). Se observan 17 bivalentes, donde el girasol Domesticado tiene mayor proporcién de
bivalentes en anillo, y el Silvestre en cadena, indicativos de la formacién de al menos dos y
un quiasma respectivamente. Para dar un total de brazos cromosémicos con quiasmas de
29.70, 28.10 y 25.60 para los genotipos Domesticado, F1 y Silvestre, respectivamente.

Por tanto, el presente trabajo propone estudiar el panorama transcripcional de meiocitos
masculinos de girasol de los tres genotipos anteriormente mencionados, con el propésito de
contribuir a la comprensiéon de la meiosis en plantas. Los capitulos siguientes presentan y
discuten los resultados obtenidos, asi como algunas de las preguntas que ain quedan por
resolver.
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CAPITULO 2: El transcriptoma de los meiocitos de girasol.

2.1 Introduccion

Como se menciono en el capitulo anterior, una estrategia para aproximarse al entendimiento
de los procesos que tienen lugar durante la meiosis en plantas, asi como para identificar
nuevos genes importantes para esta, es el analisis del perfil transcripcional de anteras y
meiocitos. En trigo, el perfil transcripcional permitié la identificacién de 1,350 transcritos
regulados temporalmente durante la meiosis, muchos de los cuales parecen estar
relacionados con funciones propias de la meiosis, e.g. formaciéon del complejo
sinaptonémico y recombinacién. Sin embargo, el 50% de aquellos genes que presentaban
cambios dramaticos en su expresion no mostraron similitud con secuencias disponibles en
las bases de datos de nucleétidos del NCBI y TIGR (Crismani et al., 2006). De igual forma,
en arroz, cerca del 50% de los genes que tenian expresiéon especifica en la antera no
pudieron ser anotados (Deveshwar et al., 2011). El andlisis del perfil transcripcional de
anteras de petunia, arrojo que de 293 fragmentos de genes que exhibian alta expresién en la
meiosis I, s6lo 90 pudieron ser caracterizados (Cnudde et al., 2006). De lo anterior, podemos
resaltar que aunque estos estudios permitieron la identificacién de ortélogos de genes
meidticos, asi como la descripcion de procesos y funciones representadas en la meiosis,
dichos estudios ponen en evidencia que una proporcién considerable de genes especificos
de anteras tienen una identidad y funcién desconocida.

El andlisis de transcriptomas de anteras, presenta una desventaja importante: las anteras
ademads de meiocitos contienen células somaticas. Lo anterior implica que algunos genes o
los patrones de expresion descritos no sean especificos de meiosis, o bien, que dicha mezcla
celular “enmascare” algunos genes o procesos importantes para esta. Sin embargo, el
desarrollo del método de coleccion capilar de meiocitos (CCM, por sus siglas en inglés)
(Chen and Retzel, 2013), permitié la descripcién del panorama transcripcional de meiocitos
aislados de Arabidopsis y maiz a través de la técnica de RNA-Seq. Estos estudios
evidenciaron nuevas caracteristicas del transcriptoma de los meiocitos, tales como el alto
contenido de elementos transponibles activos, o la presencia de genes de origen
mitocondrial (Chen et al., 2010a; Dukowic-Schulze et al., 2014; Yang et al., 2011). Sin
embargo, una vez mas se observd que un nimero importante de lecturas mapean a
segmentos no anotados del genoma. Asimismo, se not6 que aunque parecen existir
similitudes en la regulacién transcripcional entre estas dos plantas modelo, existen también
particularidades en los patrones de expresién en los meiocitos de cada especie (Dukowic-
Schulze et al., 2013).

Dadas las ventajas que presenta el girasol para el estudio de la meiosis, el andlisis del
transcriptoma de sus meiocitos en una sub-etapa especifica (Profase 1), podria ayudar a
ratificar algunos puntos en comun de la regulacién transcripcional de la meiosis en plantas,



ademas de revelar algunas caracteristicas propias de esta especie. Por tanto, este capitulo
presenta un analisis general de cudles y a qué nivel se expresan los genes en los meiocitos
de girasol en profase I, respecto a la expresién de estos en un transcriptoma somatico del
mismo. Los resultados del presente capitulo, fueron previamente publicados (Fl6rez-Zapata
etal., 2014).

2.2 Materiales y Métodos

2.2.1 Aislamiento de meiocitos, extraccion de RNA y secuenciacion.
Las plantas de girasol del genotipo HA89 fueron crecidas, bajo condiciones de invernadero,

en macetas que contenian una mezcla de hojarasca, arena, arcilla y perlita (2:1:1:1). Las
plantas fueron fertilizadas semanalmente con la solucién nutritiva Long Ashton (Phillips and
Jennings, 1976), hasta el inicio de la etapa R2 del desarrollo (Schneiter et al., 1998). En esta
etapa, cuando los botones florales tenian un didmetro aproximado de 2.0 cm (etapas
tempranas de la meiosis, de acuerdo a observaciones previas), alrededor de 10 flores en
disco fueron colectadas de la inflorescencia y colocadas en un portaobjetos céncavo con 80
uL de agua destilada estéril, donde posteriormente fueron aplastadas con agujas de diseccién
para liberar los meiocitos. Los meiocitos colectados fueron observados al microscopio, sin
ninguna tincién especial, con el propdsito de verificar que estos se encontraban adn
asociados unos a otros, formando la estructura de “gusano”, caracteristica de meiocitos en
profase | (Yang et al., 2011) (ver Figura 6). En los casos en que se observaron tétradas o
granulos de polen, los botones florales se descartaton. Los meiocitos de los botones florales
que se encontraban en profase | fueron colectados en 80 plL de la solucién de RNAlater®
(Qiagen, Valencia, CA) y almacenados a -70°C hasta la extraccion de RNA.
Simultdneamente, una muestra adicional de flores en disco de estos botones en profase | se
colect6 en una solucién de etanol absoluto : dcido acético, en proporcién 3:1 por 24 horas.
Los meiocitos de estas muestras fijadas, fueron observados utilizando la técnica de tincién
con acetocarmin, con el propésito de confirmar la etapa de la meiosis de estos meiocitos. Si
la etapa de la meiosis (profase I) de las muestras de dicho botén floral era confirmada por
este segundo control, dicha muestra era utilizada para la extraccion de RNA.

El RNA total de los meiocitos en profase | fue extraido utilizando el kit ZR RNA MicroPrep®
(Zymo Research, Orange, CA), siguiendo las indicaciones del fabricante, y posteriormente
almacenado a —70°C. El RNA para la construccién del transcriptoma somatico fue extraido
de forma independiente, de 6 partes diferentes de la planta (hoja, tallo, raiz, bractea, corola
y receptaculo) de este mismo genotipo, utilizando el kit NucleoSpin RNA Plant® (Macherey-
Nagel, Diren, Germany), y posteriormente mezclado en partes equimolares. En total se
construyeron 2 genotecas (réplicas bioldgicas) de meiocitos y una de tejidos somaticos,
utilizando los kits estandar para la preparacion de genotecas de Illumina TruSeq RNA.
Dichas genotecas, fueron posteriormente secuenciadas en un equipo Illlumina HiSeq 2500
para obtener lecturas pareadas de 100 pares de bases.



2.2.2 Filtrado de calidad de secuencias, ensamblaje y re-mapeo.
Una vez obtenidas las secuencias, estas fueron sometidas a una limpieza y filtrado de

calidad. Primero se realiz6 la remocién de adaptadores de secuenciacién utilizando el
software cutadapt v. 1.3 (Martin, 2011). Posteriormente, el filtrado de calidad se realizé
utilizando el software PRINSEQ v 0.20.4 (Schmieder and Edwards, 2011), permitiendo un
puntaje minimo de calidad de 20 y no mas de dos bases ambiguas por lectura. El ensamble
de novo de las lecturas limpias (tanto del transcriptoma somatico como el de meiocitos), se
realiz6 utilizando Trinity (version 20130225) (Grabherr et al., 2011), con los pardmetros por
defecto, a excepcién del argumento -min_kmer_cov, el cual fue fijado a 2. El resultado del
ensamblador Trinity, es un conjunto de “componentes” los cuales corresponden a
secuencias que el algoritmo considera son producto de genes diferentes. Cada componente
es representado a su vez por una o mas secuencias, que podrian ser variantes de empalme
de los transcritos.

La cuantificacion de la expresion relativa de cada componente se realizé re-mapeando las
lecturas crudas a un conjunto de secuencias representativas de cada componente (la mas
larga), de cada uno de los componentes ensamblados (genes), utilizando el programa
Bowtie2 2.1.0 (Langmead and Salzberg, 2012), con los parametros -a —rdg 6, 5 —rfg 6, 5 —
score-min L, -0.6, -0.4. El nimero Unico de lecturas para cada componente, es decir aquellas
lecturas que mapearon exclusivamente a un componente, fue estimado utilizando eXpress
1.4.1 (Roberts and Pachter, 2013) con los parametros por defecto. Dichos conteos fueron
arreglados en una matriz de genes vs. cuentas en cada muestra, para los andlisis posteriores.

2.2.3 Identificacion de transcritos.
Las secuencias de este transcriptoma ensamblado, fueron identificados con el resultado del

mejor hit del programa blastx (Altschul et al., 1997), contra cuatro bases de datos diferentes:
péptidos de la versién TAIR10 de A. thaliana, péptidos de la base de datos de RefSeq (version
del 24/07/2013) y péptidos de girasol de las variedades HA412 y HaXRQ disponibles en el
sitio web de HeliaOrg (https://www.heliagene.org). Unicamente aquellos hits con un puntaje
en bits (bitscore) >90 y un valor esperado E < 1 x 10 fueron considerados significativos. Las
secuencias que no pudieron ser identificadas con ninguna de estas cuatro bases de datos
fueron catalogadas como no-identificadas. Adicionalmente los genes fueron anotados con
términos de ontologia génica (GO) (Harris et al., 2004) y asociados a rutas metabdlicas de
Aracyc (Mueller, 2003), utilizando el paquete de R org.At.tair.db y GO.db (Pages et al.,
2008). La identificacion de factores de transcripcion, se llevo a cabo a partir del gen ortélogo
de A. thaliana en la base de datos Plant TFDB v. 3.0 (Jin et al., 2014).

2.2.4 qRT-PCR.
Para los analisis de qRT-PCR, se realizaron nuevas extracciones de meiocitos aislados en

profase |, y se realiz6 una nueva mezcla equimolar de tejidos somaticos, como se describi6
anteriormente. El cDNA fue obtenido de a partir del RNA total (1.5ug por reaccién)
empleando el kit High capacity RNA-to-cDNA® (Applied Biosystems, Foster City, CA). Las
reacciones de PCR en tiempo real fueron realizadas en un volumen final de 20 plL, que



contenia: 10 pL de 2x SYBR Green PCR Master Mix de Applied Biosystems, 0.4uL de cada
primer (10 umol), 1.5 pL de cDNA (150 ng/ul), y 7.7 uL de agua destilada. El programa de
PCR fue corrido en un equipo StepOne (Applied Biosystems, Foster City, CA), de la siguiente
forma: una desnaturalizacién inicial de 10 min. a 95°C, seguida de 40 ciclos a 90°C por 15
segundos y T minuto a 58°C. Tres réplicas técnicas fueron realizadas para la cuantificacién
de cada gen. Un andlisis de curva de desnaturalizacion fue realizado al final de cada
corrida, para verificar que sélo un producto de PCR estaba siendo amplificado. Las
diferencias relativas en la expresion de los genes, fueron detectadas por el método de AACt,
utilizando el gen de la proteina ribosomal S5 como normalizador.

2.2.5 Disefio y analisis estadistico.
Para la construccién de cada una de las dos genotecas de meiocitos se utilizaron diferentes

conjuntos de plantas y se realizaron extracciones independientes de RNA total. Por tanto, la
variacién en la expresion encontrada en cada uno de los genes entre las dos réplicas
biolégicas da un estimado del error estadistico (variaciéon no explicada), la cual incluye
variaciéon tanto biolégica como técnica. Dado que no realizamos réplicas de la genoteca
somatica, asumimos que el error estadistico en esta es del mismo tamano que el detectado
entre las réplicas de la genoteca de meiocitos.

Como se describié anteriormente, el nivel de expresion de cada componente fue evaluado a
partir del nimero Unico de lecturas mapeadas a este. Sin embargo, para aquellos que
compartian el mismo identificador de TAIR10, los datos de expresion fueron colapsados en
un Gnico componente, sumando el nimero de lecturas que habian mapeado a estos. La
prueba estadistica aplicada para el analisis de expresion diferencial se realizé utilizando el
paquete edgeR (Robinson et al., 2010), en R v 2.15.3 (R Core Team, 2013). Los valores de P
resultantes de la funcion exactTest de edgeR, fueron posteriormente analizados con la
funcion g-value (Storey and Tibshirani, 2003), con los parametros por defecto, ajustando el
FDR a un 1%. Las diferencias en las categorias funcionales de términos GO, asi como de
rutas metabdlicas, fueron analizadas como se describié previamente por Martinez-Lépez et
al. (Martinez-L6pez et al., 2014), con una ligera modificacién; Gnicamente los términos GO,
que pertenecian al nivel 4, de acuerdo con la funcién getLevel del paquete goProfiles de R
(Sanchez et al.,2013), fueron considerados.

2.3 Resultados y Discusion

2.3.1 Visién general del transcriptoma de meiocitos de girasol.
En total, de las tres genotecas secuenciadas, se obtuvieron 491,701,991 lecturas crudas

pareadas. 387,767,222 (78.86%) de estas fueron lecturas de alta calidad, después del
proceso de limpieza (Tabla S1). Estas lecturas fueron ensambladas de novo, produciendo un
total de 47,295 transcritos distintos (“componentes”). De las lecturas de alta calidad,
278,997,557 (71.94%) lecturas mapearon a un Unico transcrito, dando evidencia de la
expresion de 46,386 transcritos. En otras palabras, el 98% de todos los componentes



reconstruidos en el ensamblado, mostré expresién en estas genotecas. El 2% restante de los
componentes a los cuales no alinearon lecturas de manera exclusiva, fueron excluidos de los
analisis posteriores. 32,303 (69.64%) de los componentes pudieron ser anotados via BLAST,
con al menos un hit con una proteina de las bases de datos utilizadas. El 30.36% (14,087)
restante, no pudo ser identificado a través de esta aproximacién. Por otro lado, los transcritos
identificados que compartian el mismo identificador de BLAST, fueron considerados como
productos del mismo locus de girasol o transcritos derivados de un gen cercanamente
relacionado, e.g. paralogo. Por tanto, para cuantificar la expresion de estos transcritos, las
lecturas que alinearon a estos loci, fueron sumadas y los componentes fueron “colapsados”,
de manera que estos componentes relacionados fueron tratados como un UGnico gen. Nuestro
conjunto de datos final, estaba compuesto por un total de 36,304 transcritos, que fueron
utilizados para los andlisis posteriores.

1. Colectar flores en disco de botones 2. Aplastar las flores en disco en un
florales en etapa R2 portaobjetos céncavo con agua destilada y

colectar los meiocitos liberados.

3. Observar en el micoscopio
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Figura 6. Proceso de recoleccion de meiocitos de girasol.
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19,574 (54%) de los genes fueron encontrados diferencialmente expresados (DE) entre las
genotecas somatica y de meiocitos. De estos, 7,755 genes mostraron mayor expresiéon en
meiocitos y 11,819 mostraron mayor expresion en tejido somatico. Aproximadamente el
80% de los genes DE mostraron un cambio relativo (“fold change”) mayor o igual a 2 entre
las muestras. Interesantemente, el 38.37% y el 39.05% de los genes DE identificados para las
genotecas somdtica y de meiocitos, respectivamente, fueron genes que no pudieron ser
identificados (Figura 7A). Adicionalmente, la mayoria de genes que mostraron evidencia de
expresion “exclusiva” en alguna de las dos genotecas (somatica o meiocitos), fueron también
genes no-identificados (Figura 7B). El nimero de dichos genes de expresion “exclusiva”, no-
identificados es ligeramente mayor en el transcriptoma de meiocitos. Lo anterior estd de
acuerdo con las observaciones realizadas en el transcriptoma de meiocitos de Arabidopsis y
maiz (Dukowic-Schulze et al., 2013), lo cual sugiere que muchos de los genes que le
confieren la identidad celular a los meiocitos siguen sin ser caracterizados.

A. Genes diferencialmente expresados B. Genes con expresion exclusiva
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Figura 7. Nimero de genes de girasol diferencial y exclusivamente expresados entre el
transcriptoma de meiocitos y el somatico. A. Nimero de genes DE (FDR = 1%) en los dos
transcriptomas; "Con id" son los genes identificados como bases de datos de péptidos y "sin
id" son los genes no identificados. B. Ndmero de genes con expresién detectada solamente
en un tipo de transcriptoma (genes "exclusivos").

Es importante resaltar que mezclar los diferentes tejidos u 6rganos somdticos en una sola
genoteca permite realizar comparaciones globales entre el transcriptoma de meiocitos y
otros 6rganos o tejidos. Sin embargo, no permite discriminar si dicho gen se encuentra DE
Gnicamente en uno o varios de los tejidos que conforman dicha mezcla. Lo anterior es
importante porque se ha visto que es en tejido meristematico de rapida divisiéon en donde es
posible que existan danos espontdneos en el DNA, y muchos genes meiéticos pueden actuar
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mediando la reparacién del DNA (Zhou and Pawlowski, 2014b). Por otro lado, el andlisis de
expresion diferencial mostr6 que en general la mayoria de los genes DE presentaban
mayores niveles de expresion en el transcriptoma somatico en comparaciéon con el de
meiocitos. Es probable que esto se deba a que un gen puede cumplir una funcién en mas de
un tejido, y por tanto al mezclarlos exista un efecto aditivo sobre el nivel de expresién.

2.3.2 Perfil de expresion de genes con funcién en meiosis.
En el andlisis del transcriptoma de meiocitos pudimos identificar 63 ortélogos de un total de

84 genes previamente asociados con meiosis en A. thaliana (Chen et al., 2010a; Yang et al.,
2011). 51 de estos, fueron encontrados diferencialmente expresados (todos con una tasa de
expresion mayor o igual al doble) entre la genoteca de meiocitos y la somética. De estos,
s6lo 2 mostraron mayor expresion en esta Gltima (Figura 8). Asimismo, encontramos que el
gen MMD1/DUET, que es necesario para la meiosis masculina y se expresa en una sub-etapa
de la profase | (diploteno) (Andreuzza et al., 2015), tiene un nivel de expresién alrededor de
1000 veces mayor en meiocitos que en el transcriptoma somdtico, lo cual confirma la

confiabilidad de nuestros datos.
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Figura 8. Niveles de expresion de genes con funcién en meiosis previamente descrita que se

encontraron diferencialmente expresados (DE).

Dado que sé6lo fue posible la identificaciéon de 63 de los 84 genes con funcién meidtica
reportados en Arabidopsis, decidimos evaluar si los 21 genes restantes, se encontraban



conservados en otras especies de plantas (Figura S1). Para esto, buscamos los ortélogos de
estos 21 genes, en el genoma de 25 especies diferentes de plantas disponibles en la base de
datos de Plaza v 2.5 (Proost et al., 2009). El nimero de ort6logos de estos, asi como su
distribucién entre las distintas especies de plantas varia considerablemente. Por ejemplo, el
gen ATRSP3 (AT1G64030) aparece sélo conservado en el género Arabidopsis; mientras que,
el gen AHP2 (AT3G29350), que posee ortdlogos en casi todas las especies de plantas
analizadas, no pudo ser identificado en el género Oryza. Entonces, no es sorprendente que
en el presente estudio no se haya podido detectar la expresién de algunos genes asociados a
meiosis en nuestro transcriptoma. Por un lado, es posible que estos no se encuentren
presentes en el genoma de girasol o, alternativamente, las secuencias de los genes de girasol
podrian haber divergido significativamente, de manera que ya no pudieron ser identificados
como ortélogos con la estrategia empleada.

Para ocho de los 21 genes meidticos cuya expresiéon no fue detectada en nuestro
transcriptoma  (ZYPb, ASK1, AML2, BUB3.1, ATSMC2, BRCA2A, ATK5, y SMC6A),
detectamos la expresién de al menos un ortélogo de girasol perteneciente a la misma familia
de genes. Lo anterior sugiere, que aunque no podemos excluir totalmente la posibilidad de
problemas técnicos para detectar genes de muy baja expresién, o para encontrar el ortélogo
correspondiente, es posible que los ortélogos de estos genes estén ausentes en girasol, o que
el nimero de genes paralogos que participan en meiosis, pertenecientes a esta familia de
genes sea diferente a los reportados en Arabidopsis. Para confirmar esta observacion es
necesario realizar estos analisis en girasol a nivel genémico.

El andlisis de expresion diferencial arrojé que 51 de los 82 genes meidticos considerados se
encontraban DE y de estos 49 presentaron mayor expresiéon en meiocitos. Si bien la
expresion preferencial de estos genes en el meiocito no asegura su funcién en meiosis,
podria indicar que en girasol un amplio nimero de genes meidticos se encuentran
conservados, tal como se observé previamente en Arabidopsis (Yang et al., 2011). Los dos
genes meidticos, con mayor expresion en tejido somatico codifican para las proteinas Est1 y
la deacetilasa de histonas ATHDAT15. De acuerdo con Alinsug y colaboradores (Alinsug et
al., 2009), el gen ATHDA15 se encuentra significativamente expresado en la punta de la raiz
y el pélen, mientras que Liu et al. (Liu et al., 2013) encontraron que esta deacetilasa de
histonas es un regulador transcripcional negativo de genes importantes para la biosintesis de
clorofila en plantulas etioladas. Estos estudios, confirman que este gen también tienen una
funciéon importante en células no-meidticas, por tanto su mayor expresién en el
transcriptoma somatico no es sorprendente. La proteina Est1 de Arabidopsis es el ortélogo de
la proteina SMG7, encargada de la degradacién antisentido de RNA (Riehs et al., 2008). Este
gen fue encontrado sobreexpresado en respuesta a un exceso de agua en la raiz en
Arabidopsis (Hsu et al., 2011), sugiriendo que esta no tiene una expresion exclusiva de
meiocitos.



Un total de 12 (19.04%) de los ortélogos de girasol para genes con funcién en meiosis, no
mostraron expresién diferencial entre el transcriptoma somatico y de meiocitos. Este
resultado, esta de acuerdo con los datos de expresién para estos genes en Arabidopsis y
maiz. En Arabidopsis, sélo el 72.05% de los genes meidticos presentaron una diferencia de
expresion mayor o igual a el doble, entre meiocitos y plantulas (Chen et al., 2010a). En maiz,
s6lo el 57.31% de los genes presentaron niveles de expresion mayores o iguales a el doble
con respecto a plantulas. Ademas, entre los genes meidticos no DE, nosotros encontramos
que los ortélogos de maiz para ZIP4, MPAT1, CDC45 u SMC1_TTN8 tampoco demostraron
una alta expresion en los meiocitos de maiz (Dukowic-Schulze et al., 2014). Algunos genes
como MLH1, MSH4, RAD50, y AML5, ademas de su papel en meiosis, tienen funciones en
mitosis o en la reparaciéon del DNA (Chen et al., 2010a; Osman et al., 2011; Yang et al.,
2011). Por tanto, la falta de expresion diferencial de estos genes con funciones en meiosis,
entre meiocitos y otros tejidos de la planta, no es de extrafar.

2.3.2 Categorias funcionales sobreexpresadas en meiocitos
Con el propésito de identificar diferencias biol6gicas globales entre los dos transcriptomas

analizados, los ortélogos de girasol identificados con la base de péptidos de Arabidopsis
fueron categorizados con las categorias de ontologia génica (GO), dentro de las cuales se
incluian: Componente Celular (CC), Proceso Biolégico (BP) y Funciéon Molecular (MF).
Utilizando la metodologia previamente reportada en Martinez-Lépez et al. (Martinez-L6pez
et al.,, 2014), encontramos en el transcriptoma 160 términos GO de CC (de un total de 189
considerados), de los cuales 40 estaban representados al menos al doble en meiocitos (Tabla
S2). Como se esperaba, dentro de estos términos se encuentran algunos relacionados con
procesos de division celular y organizaciéon de cromatina, tales como: “condensin complex,”
“nucleosome,” “microtubule associated
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“kinetochore,” “chromatin assembly complex,”’
complex”; asi como términos relacionados a transcripcion y actividad mitocondrial
(“mitochondrial outer membrane translocase complex”, “mitochondrial intermembrane
space” y “mitochondrial proton-transporting ATP synthase complex, coupling factor F(o)”).
En el transcriptoma somatico, se observé una mayor representacién de términos de CC
relacionados con fotosintesis (Table S3).

Nuestro conjunto de genes fue agrupado en 386 términos GO de BP, de los cuales 338
fueron encontrados diferencialmente representados entre los dos transcriptomas (somatico y
de meiocitos). De estos, los términos que mostraron un mayor cambio (79 términos GO de
BP) en meiocitos, fueron los términos relacionados con reproduccién como “pollination”,
“pollen sperm cell differentiation” y “sex determination”, asi como términos relacionados
con la meiosis y el ciclo celular, incluyendo: “meiotic chromosome segregation”, “chiasma
assembly”, “reciprocal meiotic recombination” y “meiotic DNA double-strand break
formation”. Ademas, categorias relacionados con el silenciamiento génico y la regulacion de
la expresion génica (“negative regulation of transposition”, “chromatin silencing” y “gene
silencing by RNA”), también estuvieron sobrerrepresentadas (Figure 9, Table S4). Por otro
lado, un amplio rango de términos GO de BP fueron encontrados con expresion



significativamente mayor en el transcriptoma somdtico comparado con el de meiocitos.
Muchos de estos términos se encontraban relacionados con “response to stimulus” vy
“photosynthesis” (Table S5).
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Figura 9. Diferencias en la expresion de términos GO de BP entre los transcriptomas de
meiocitos y somatico. Se presentan los términos BP con mayor expresiéon en meiocitos y una
razén de cambio mayor a 2.

Cuando analizamos las diferencias de términos GO de la categoria MF, encontramos que
aunque 139 de estos se observaron diferencialmente representados, sélo 8 tenian una
representacion dos veces mayor en meiocitos (Table S6). De estos, “histone binding”, “cyclin
binding”, “nucleosome binding” y “ATPase activator activity” se encontraban relacionados
con términos de las categorias CC y BP, previamente descritos con alta representacién en
meiocitos. De manera similar, los términos con mayor representacién en el transcriptoma
somatico, se encontraron relacionados con otros términos de las categorias de CC y BP, e.g.
“ribulose- 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase activator activity” y “chlorophyll
binding” (Table S7).



Como resultado del analisis de términos GO determinamos que la mayoria de términos de la
categoria BP con mayor representacion en meiocitos también fueron reportados previamente
en los transcriptomas de maiz y Arabidopsis (Dukowic-Schulze et al., 2013). Sin embargo,
en maiz fue reportado que la mayoria de términos sobre representados en estos, se
encontraban relacionados con procesos biosintéticos. Aunque, los autores de dicho analisis,
argumentan que esto podria ser resultado de la pobre anotacién de los genes de maiz a
términos GO (Dukowic-Schulze et al., 2014). Por tanto, aunque utilizar sélo los genes que
tuvieron ortélogos con Arabidopsis para llevar a cabo este andlisis en girasol puede ser
limitado, los resultados que obtuvimos son consistentes con la funcion y especificidad de los
meiocitos.

Entre los términos de las categorias CC y MF diferencialmente representados entre los
transcriptomas somdtico y de meiocitos también destacan funciones relacionadas con la
actividad energética del meiocito. Nuevamente, esto es consistente con los reportes previos
de transcriptomas de Arabidopsis y maiz (Chen et al., 2010a; Dukowic-Schulze et al., 2014),
en los cuales genes importantes para la funcién mitocondrial se encontraron sobre
expresados en meiocitos. Otros estudios, también han discutido que algunas proteinas
necesarias para la recombinacién homéloga como Rad50, DMCT1, y Rad51 tienen una
actividad dependiente de ATP (Hopfner et al., 2000; Nara et al., 2001), reforzando la idea de
la importancia del metabolismo energético en estas células especializadas.

Una aproximacién adicional para determinar la funcién de los genes fue la descripcién de
nuestros transcriptomas en términos de rutas metabdlicas. Con este objetivo categorizamos
nuestro conjunto de genes en 370 rutas metabdlicas distintas, de las cuales 323 presentan
representacion diferencial. De estas, 22 mostraron un incremento mayor al doble en
meiocitos (Table S8), mientras que 67 mostraron un incremento mayor en el transcriptoma
somatico (Table S9). Ademas, considerando la jerarquia de rutas metabdlicas previamente
establecida en Aracyc, calculamos la frecuencia relativa a la cual las rutas metabdlicas
pertenecientes a una jerarquia particular se encontraban diferencialmente representados con
un nivel mayor al doble (Figura 10). De este andlisis, concluimos que la mayoria de rutas
metabdlicas tenian mayor representacién en el transcriptoma somatico, a excepcién de rutas
de las jerarquias “Cell Structures Biosynthesis”, “Nucleosides and Nucleotides Biosynthesis”
y “Other Biosynthesis”, las cuales se encontraron mas representadas en meiocitos.
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Figura 10. Frecuencia relativa de rutas metabdlicas encontradas diferencialmente
expresadas en cada jerarquia de ruta metabélica.

La mayoria de rutas metabdlicas mostraron mayor representacién en el transcriptoma
somatico en comparacién con el de meiocitos. Lo anterior era de esperarse, puesto que los
distintos 6rganos y tejidos representados en el transcriptoma somdtico representan una
mayor cantidad de funciones y procesos metabdlicos con respecto a los meiocitos, los cuales
tienen una funcién especializada. En relacién a las rutas con mayor representacién en
meiocitos, se resalta que las incluidas en la jerarquia “nucleosides and nucleotides
biosynthesis”, son esperadas con mayor representacién en este transcriptoma. De acuerdo a
estudios previos en levadura, la sintesis de macromoléculas incluyendo nucleétidos, son
observados como parte de los cambios que ocurren en este organismo durante la transicién
de mitosis a meiosis (Ray and Ye, 2013). Asimismo, Moss y colaboradores (Moss et al.,
2010), establecieron que la sintesis de nucleétidos inducida como respuesta al dafio celular
es importante para la reparacion del DNA a través de la recombinacién homéloga en
levadura. Downs (Downs, 1997), demostré que las rutas de generacion de nucleétidos de
tipo purinas estan involucradas con la regulacién inducida por hormonas en la maduracién
meidtica de oocitos de ratén. Por otro lado, la segunda jerarquia con mayor representacién
en meiocitos fue “Cell structures biosynthesis”. De dicha jerarquia, la ruta metabdlica
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“sporopollenin precursor biosynthesis”, fue en la que se encontraron las mayores diferencias
entre transcriptomas. La esporopolenina es el mayor componente de la exina, la membrana
exterior de la pared del pélen (Dominguez and Mercado, 1999), por lo que este no es un
resultado inesperado. Finalmente, la ruta “PRPP biosynthesis 1”, es una de las que pertenece
a la jerarquia de “other biosynthesis”, la cual también se encontré con mayor representacién
en meiocitos. El PRPP (Fosforribosil pirofosfato), es un pentafosfato que fue previamente
relacionado con la inducciéon meiética en oocitos de ratéon (Downs et al., 1998), por lo que
su sintesis también podria ser importante para la meiosis en girasol.

2.3.3 Niveles de expresion de reguladores de la expresion génica

Con la intencién de encontrar reguladores transcripcionales preferencial o exclusivamente
expresados en meiocitos, analizamos los patrones de expresion de genes que codifican para
factores de transcripcion (TF), presentes en nuestro transcriptoma. Encontramos 489 TF
diferencialmente expresados, 188 de ellos con mayor expresién en meiocitos y 301 con
mayor expresion en el transcriptoma somatico. Estos TF pertenecen a 54 familias diferentes
(Jin et al.,, 2014) (Figure S2). Sin embargo, el nimero de familias distintas con mayor
expresion en meiocitos, es mayor que el nimero observado en el transcriptoma somético (49
vs. 38 familias de TF, respectivamente). Adicionalmente, observamos que 14 TF para los que
su expresion fue detectada sélo en meiocitos (Table S10). La distribucién del nimero de TF
por familia, también fue significativamente diferente entre los dos transcriptomas (P =~ 6.1e"

13).

Los TF de las familias bHLH y MYB, son dos de los mas expresados en meiocitos, lo cual
esta de acuerdo con las observaciones de Dukowic-Schulze et al. (Dukowic-Schulze et al.,
2013) en meiocitos de maiz y Arabidopsis. Sin embargo, estas familias también se
encuentran altamente representadas en el transcriptoma somatico. Algunos TF de la familia
C2H2 mostraron un alto nivel de expresion en meiocitos, que a su vez es mayor respecto al
observado en el transcriptoma somatico. Interesantemente, en C. elegans, cuatro proteinas
C2H2 con dedos de zinc tienen un papel central en el apareamiento y sinapsis de los
cromosomas homélogos durante la meiosis (Phillips and Dernburg, 2006). En Drosophila un
TF con dedos de zinc de tipo C2H2, denominado Grauzone, es requerido para llevar a cabo
la meiosis completa en oocitos (Chen et al., 2000). Por otro lado se observé que TFs de la
familia GATA, también presentaron mayor expresion en meiocitos. Recientemente un factor
GATA, Gaf1, fue descrito como un regulador transcripcional de desarrollo sexual (mediando
la transiciéon de mitosis a meiosis) en levaduras (Kim et al., 2012), sugiriendo que TF de este
tipo también podrian tener un papel importante durante la meiosis. La familia de TFs FART
fue encontrada exclusivamente expresada en meiocitos, y es también una de las que mayor
expresion presenta en estos. Miembros de esta familia de TFs son proteinas relacionadas con
transposasas mutator-like (Lin et al., 2007). Se necesitan estudios adicionales para establecer
si este resultado podria estar relacionado con observaciones previas de la alta actividad de
elementos transponibles en los meiocitos de Arabidopsis (Chen and Retzel, 2013; Yang et
al., 2011).
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En comparacién con los TFs sobreexpresados en meiocitos de Arabidopsis y maiz descritos
en Dukowic-Schulze et al. (2013), nosotros no detectamos evidencia de la expresién de seis
ortblogos de Arabidopsis en nuestros transcriptomas (AT1G02030, AT1G06170,
AT2G36270, AT2G42830, AT5G17800, y AT5G19790). Asimismo, ortélogos de tres TF no
mostraron evidencia de expresion diferencial entre nuestros transcriptomas (AT3G54340,
AT5G20240, AT5G60910). Sin embargo, algunos factores de transcripcién descritos en estas
plantas, necesarios para el desarrollo floral, como CRAB CLAW, AMS y AGAMOUS,
también mostraron una alta expresion en los meiocitos de girasol. En estas tres especies de
plantas fue posible detectar la expresion preferencial en meiocitos de dos TF, los cuales no
se encuentran anotados y podrian ser genes candidatos interesantes. Este analisis de la
expresion de TF en meiocitos de girasol sugiere la actividad de un nidmero diverso de
reguladores transcripcionales durante la meiosis, tal como fue propuesto por Yang et al.
(2011).

El silenciamiento génico por RNA, fue uno de los términos GO de BP, con una
representacion significativa mayor en meiocitos. Por tanto, nosotros observamos las
diferencias en expresién de 36 genes que se encontraban previamente asociados a rutas de
silenciamiento (Table S11). En total, 29 ortélogos para estos genes fueron encontrados en
nuestro conjunto de genes de girasol. Dieciocho de estos se encontraron DE entre los
transcriptomas, de los cuales 17 presentaban una expresién 2 veces mayor en meiocitos,
comparada con el transcriptoma somatico (Figure S3). Esta maquinaria de silenciamiento
génico es claramente importante para el silenciamiento de transposones (Eamens et al.,
2008), y como fue propuesto anteriormente, la alta actividad de estas vias de silenciamiento
podria ser un mecanismo importante para prevenir mutaciones que pueden resultar del
movimiento de estos elementos en la linea germinal (Yang et al., 2011).

2.3.4 Anadlisis de expresion de algunos genes por la técnica de gqRT-PCR.
Los niveles de expresion de 5 genes, fueron cuantificados por el método de qRT-PCR, con el

proposito de validar los patrones de expresion descritos en nuestro experimento de RNA-seq.
De acuerdo con el andlisis del transcriptoma por RNA-seq, cuatro de estos genes presentaron
una mayor expresiéon en meiocitos y el quinto en el transcriptoma somatico. Aquellos que
presentan una mayor expresion en meiocitos fueron: INO, que codifica para un factor
previamente relacionado con el desarrollo del 6vulo (Baker et al., 1997); RBR1, que codifica
para una proteina relacionada con la proteina de retinoblastoma, la cual es necesaria para
eventos tempranos de la meiosis en Arabidopsis (Chen et al., 2011) y finalmente, dos genes
meidticos previamente descritos, MMD1 y ATK1. Como ejemplo de genes con mayor
expresion en la genoteca somdtica, nosotros seleccionamos el gen ARGAH2 (que codifica
para la arginina amidohidrolasa 2), la cual esta implicada en la defensa contra patégenos
(Gravot et al., 2012). Los cambios en los niveles de expresién de estos genes entre los dos
transcriptomas, evaluados por las dos metodologias (RNA-seq y qRT-PCR), son presentados
en la Figura 11. Incluso cuando, como se esperaba, los cambios en expresién son altamente
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variables entre los dos métodos (Marioni et al., 2008), para cada uno de estos 5 genes, las
diferencias de expresion son consistentes entre las dos metodologias evaluadas.
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Figura 11. Comparacion de los niveles de expresion de algunos genes, estimados por las
metodologias de RNA-seq y RT Q-PCR.

2.4 Conclusiones

El andlisis del transcriptoma de meiocitos de girasol nos permitié encontrar diferencias y
similitudes entre los perfiles de expresién de genes que participan en meiosis, asi como en
los mecanismos y procesos biol6gicos con respecto a los trabajos previos realizados en las
plantas modelo Arabidopsis y maiz. Aunque algunos mecanismos globales de regulacién
parecen estar conservados entre estas plantas modelo, también fue posible identificar
algunos factores de transcripcién, asi como rasgos de funciones bioldgicas y rutas
metabdlicas importantes para la meiosis que no habian sido previamente descritos. Lo
anterior, resalta la importancia del estudio de algunos procesos biolégicos en plantas no-
modelo.
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CAPITULO 3: Identificacién de IncRNAs y sus cambios
transcripcionales en los meiocitos de girasol.

3.1 Introduccion

El andlisis del transcriptoma de meiocitos ha permitido evidenciar que la alta actividad
transcripcional de estos, se caracteriza ademds porque existe una alta expresién de rasgos no
anotados del genoma (Dukowic-Schulze et al., 2013), o de transcritos que no pudieron ser
identificados con un ortélogo de proteina (Fl6rez-Zapata et al., 2014). Por tanto, es de
esperar que algunos de estos transcritos pudieran ser RNAs no codificantes, dado que se ha
descrito que la mayoria de genes transcritos en eucariotas son de este tipo (Liu et al., 2015b).
Los RNAs no-codificantes (ncRNAs), son un grupo diverso de transcritos que incluyen RNAs
constitutivos (e.g. RNA ribosomal, RNA de trasferencia) y ncRNA regulatorios (Ariel et al.,
2015). Dentro del grupo de ncRNAs regulatorios se encuentran los RNAs largos no-
codificantes (INcRNA, por sus siglas en inglés), los cuales son transcritos de una longitud
mayor a 200 nucledtidos (nt), que no codifican para una proteina y pueden actuar como
reguladores de la transcripcién de genes en forma cis o trans, o como andamios para
proteinas en complejos modificadores de cromatina (Bonasio and Shiekhattar, 2014; Cech
and Steitz, 2014; Liu et al., 2015b; Rinn and Chang, 2012). Por otro lado, los RNAs
pequeiios (SRNA) son ncRNA regulatorios, generalmente de una longitud de 20 a 27 nt, que
participan en la regulacién post-transcripcional de genes y en el mantenimiento de la
estabilidad genémica (Axtell, 2013; Vaucheret, 2006). Recientemente, algunos sRNAs vy
IncRNAs han sido asociados con la regulacion de la meiosis y la fertilidad, aunque su
funcion especifica atin debe ser clarificada (Axtell, 2015; Grant-Downton and Rodriguez-
Enriquez, 2012; Zhai et al., 2015; Zhang et al., 2014b).

Dadas las ventajas (descritas en los capitulos anteriores) que tiene el girasol como modelo
para el estudio de la meiosis en plantas, asi como las diferencias en la tasa de
recombinacién homdloga existentes en los genotipos utilizados para este estudio, decidimos
llevar a cabo el analisis de expresion diferencial del transcriptoma de meiocitos de girasol de
estos genotipos. Interesantemente, la mayor proporciéon (~64%) de los genes
diferencialmente expresados (DEG) fueron genes no codificantes para proteinas, de los
cuales el 70% pasé filtros astringentes para ser clasificados como IncRNAs. Pudimos
identificar IncRNAs especificos de meiosis, de los cuales ademds algunos parecen tener
funciones asociadas a sRNAs. Sin embargo, su participacién en otros mecanismos
regulatorios no se puede descartar. Nuestra propuesta es que los IncRNAs pueden tener un
papel importante en la regulacién de la expresion de genes o en los cambios de los estados
de la cromatina durante la meiosis, lo cual podria también estar relacionada con las
diferencias de recombinacion homéloga entre los genotipos analizados. Los resultados
presentados a continuacién fueron publicados recientemente por Flérez-Zapata et al. (Florez-
Zapata et al., 2016).



3.2 Materiales y Métodos

3.2.1 Extraccion de RNA, secuenciacion y ensamblado
El aislamiento de los meiocitos, extraccion de RNA, secuenciacion, filtrado de calidad de

secuencias y re-mapeo, se realizé tal como fue descrito en el Capitulo 2, secciones 2.2.1 y
2.2.2. Por otro lado, se realiz6 un nuevo ensamblado para llevar a cabo el analisis de
expresion diferencial, en el cual se consideraron tinicamente las secuencias provenientes del
genotipo F1, bajo el supuesto de que en este ensamble podrian encontrarse transcritos
provenientes de los dos genotipos parentales. Este ensamble de novo fue realizado con una
version actualizada del software Trinity (release 20140413) (Grabherr et al., 2011), con los
pardmetros de defecto. Esta nueva version del ensamblador, clasifica los transcritos
reconstruidos en dos categorias “genes”, correspondientes a secuencias que el algoritmo
considera son producto de diferentes genes, y “transcritos”, para los que las secuencias
contienen pequenas diferencias entre ellas, pero no las suficientes para ser catalogadas como
un gen diferente, por lo que estos pueden ser variantes de empalme o alelos distintos de un
mismo gen.

Cabe resaltar que en una comparacion de los ensambles del transcriptoma de meiocitos
obtenidos a partir de cada uno de tres genotipos de girasol, se encontr6 que el riesgo de
ignorar durante el andlisis de expresion diferencial a un gen altamente conservado, que
tenga expresion exclusiva en alguno de los dos genotipos parentales (Silvestre o
Domesticado) es muy baja. Asimismo, no se encontré evidencia que sugiera que el analisis
de expresion diferencial pudiera verse distorsionado a favor del genotipo F1 (para
informaciéon mas detallada, puede consultarse el reporte interno del Laboratorio de Biologia
Computacional, titulado: “Evaluating putative biases due to differences in assemblies”). La
identificacion de estos transcritos producto del ensamble del genotipo F1, fue realizada de la
misma forma, y con las mismas bases de datos de péptidos descritas previamente en la
seccién 2.2.3.

3.2.2 Identificacion de IncRNA.
Dado que todos los transcritos identificados tenian una longitud mayor a 200 nt, no fue

necesario realizar un filtrado por longitud. Se utilizaron dos algoritmos diferentes para
determinar si un trascrito podria ser el producto de un IncRNA: el andlisis del calculo de
potencial codificante en la web del CPC (http://cpc.cbi.pku.edu.cn) (Kong et al., 2007), y el
analisis con el algoritmo CPAT (Coding-Potential Assessment Tool) (Wang et al., 2013); los
dos con los parametros por defecto. Para el andlisis con CPAT, los modelos de genes
codificantes para proteina, fueron construidos utilizando el genoma de A. thaliana (TAIR10).
Solo los genes que pasaron el umbral para los dos analisis (CPC score < -1 y CPAT score <
0.3) fueron catalogados como IncRNAs. Ademds, realizamos un blastn de los IncRNAs
identificados contra el borrador del genoma de la linea HA412 de girasol
(Celera_14libs_sspace2_ext.final.scaffolds.split.fasta), depositado en la base de datos del
proyecto de secuenciacion del genoma de girasol (http://www.sunflowergenome.org), al cual
tuvimos acceso gracias a la autorizacién del profesor Loren Rieseberg (University of British
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Columbia). Un hit con el genoma fue considerado significativo si el resultado tenia un
bitscore >90 y un valor esperado E < 10°.

3.2.3 Secuenciacion y mapeo de RNAs pequerios.
El RNA total de meiocitos de los genotipos Silvestre y Domesticado fue extraido utilizando el

kit ZR RNA MicroPrep (Zymo Research, Orange, CA), siguiendo las instrucciones del
fabricante, con las modificaciones sugeridas para la extraccion de sRNAs. Posteriormente, el
RNA extraido fue almacenado a -70°C. En total se prepararon dos genotecas (una por cada
genotipo), utilizando los kits de preparacién de genotecas de Illumina TruSeq de Small RNA,
las cuales fueron secuenciadas utilizando el equipo Illumina HiSeq 2500 para obtener
lecturas de un sélo extremo de 37 pares de bases de longitud. Las lecturas fueron filtradas y
procesadas con el set de herramientas de Kraken (Davis et al., 2013), y aquellas de buena
calidad con una longitud entre 20-25 nt fueron seleccionadas para andlisis posteriores. Las
secuencias de sRNA fueron mapeadas con el programa Bowtie version 1.1.2 (Langmead et
al., 2009) a una referencia mixta de los contigs del borrador del genoma (descrito
anteriormente) y el transcriptoma de meiocitos del presente estudio, con los siguientes
parametros: -v 1 --best --strata -a -f --chunkmbs 512.

3.2.4 Descripcion de algunas caracteristicas de los IncRNAs.
Con el objetivo de determinar si los IncRNAs eran transcritos naturales antisentido (NATs), se

descargd la base de datos de NATs predichos para Helianthus annuus del PlantNATsDB
(http://bis.zju.edu.cn/pnatdb/) (Chen et al., 2012), y se realizé la bidsqueda de similitud de
estos con nuestras secuencias de IncRNAs utilizando el programa blastn. La descripcion de
transposones (TEs) o elementos repetitivos en los INcCRNAs se realizé con una bisqueda de
blastn de estos, contra la base de datos de secuencias repetitivas de girasol SUNREP (Natali
et al., 2013), RepBase (Version 21.02) (Jurka, 2000) y PGSB Repeat Element Database (PGSB-
REdat) (Nussbaumer et al., 2013). Los valores de corte para estos dos analisis de BLAST
fueron iguales: bitscore >70 y valor esperado E < 10°. Adicionalmente, realizamos una
busqueda de elementos repetitivos en nuestros IncRNAs, utilizando la herramienta web de
RepeatMasker (http://www.repeatmasker.org/cgi-bin/WEBRepeatMasker) (Smit et al., 2013-
2015), con el set de opciones “slow”, lo que permitié tener una mayor sensibilidad de
identificacion.

3.2.5 qRT-PCR.
Para los analisis de qRT-PCR, se realizaron nuevas extracciones de meiocitos aislados en

profase |. Posteriormente, las muestras de RNA total fueron enviadas a analizar al
Laboratorio de Servicios Genémicos, donde se realiz6 el proceso de sintesis de cDNA y Q-
PCR. Un andlisis de curva de desnaturalizacion, fue realizado al final de cada corrida, para
verificar que s6lo un producto de PCR estaba siendo amplificado. Las diferencias relativas en
la expresién de los genes, fueron detectadas por el método de AACt, utilizando dos IncRNAs
que presentaban baja variacion en su expresién como normalizadores (Con1 y G1).
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3.2.6 Disefio y analisis estadistico.
El andlisis de expresion diferencial fue realizado de la misma manera cémo se describo

anteriormente (Seccién 2.2.5), con algunas diferencias. En esta oportunidad se realizé la
comparacion entre los transcriptomas de meiocitos de los genotipos Silvestre y Domesticado.
Como se describié anteriormente, s6lo fueron consideradas aquellas lecturas que mapeaban
a un dnico transcrito. Sin embargo, para los genes que compartian el mismo hit con un
péptido (identificador), los datos de expresion fueron colapsados a un Unico transcrito,
sumando el nimero de lecturas que mapeaban a cada uno de estos. Las cuentas fueron
colapsadas de acuerdo a su identificador en el siguiente orden: TAIR10, HA412, HAXRQ y
Refseq. Dado que este proceso de colapsar en un solo trascrito todas las cuentas de aquellos
que podrian ser producto del mismo gen sélo fue realizado con los genes codificantes para
proteina, decidimos evaluar si en los genes que no pudieron ser identificados la redundancia
era alta, como consecuencia de esta falta de agrupamiento. En el reporte interno del
Laboratorio de Biologia Computacional “Evaluating redundancy of sunflower IncRNA”, se
describen con mayor detalle estos resultados, gracias a los cuales se concluyé que a
excepcion de un par de secuencias que podrian ser alelos de un mismo gen, el set de
secuencias no identificadas es no-redundante.

Para calcular el nimero de genes faltantes en nuestro transcriptoma se utilizé el método
descrito por Garcia-Ortega y Martinez (Garcia-Ortega and Martinez, 2015). Las diferencias
entre proporciones fueron probadas con una prueba de dos colas para proporciones a un
nivel de significancia P < 0.01. Todos los andlisis estadisticos fueron realizados in R version
2.15.3 (R Core Team, 2013).

3.3 Resultados y Discusion

3.3.1 Genes diferencialmente expresados entre los meiocitos de girasol.
Se obtuvieron alrededor de 8.6 x 10° lecturas pareadas de los meiocitos de girasol (Tabla

S12). Las lecturas del genotipo F1 fueron filtradas por calidad y usadas para el ensamble de
novo del transcriptoma que fue utilizado como referencia para los analisis posteriores. Cerca
del 78% de estas lecturas mapearon a uno sélo de los 73,658 transcritos distintos “genes” de
este transcriptoma. Mas de la mitad de los transcritos (39,354, 53.42%) fueron anotados via
BLAST con una de las bases de datos utilizadas, mientras que los 34,304 (46.58%) transcritos
restantes no pudieron ser identificadas a través de esta aproximacién. Los transcritos
identificados que compartian el mismo identificador de BLAST fueron considerados como
productos generados de un mismo locus de girasol, o derivados de un gen paralogo cercano.
Para cuantificar la expresion de estos transcritos las lecturas alineadas a estos loci fueron
sumadas y los transcritos fueron “colapsados” para tratar cada uno de estos transcritos
relacionados como un Unico gen. De esta manera el set de datos final incluye en total
59.085 genes.

La estimacién de genes faltantes en nuestro transcriptoma, con el método de Garcia-Ortega y
Martinez (Garcia-Ortega and Martinez, 2015), arrojo que el nimero de genes faltantes es
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igual a cero (con un intervalo de confianza del 95% que va de 0 a 3), indicando que nuestro
experimento de RNA-seq detecto practicamente todos los genes expresados y por tanto no se
necesita un muestreo adicional para detectar genes faltantes. Este resultado implica ademas,
que los genes detectados como expresados en meiocitos y no en el transcriptoma somatico,
pueden ser considerados efectivamente como genes de expresién exclusiva, dado que la
profundidad de secuenciacién (tamano efectivo de muestra) fue mas que suficiente para este
fin.

Encontramos 29,469 (49.87%) genes diferencialmente expresados (DEGs) entre el genotipo
Domesticado y Silvestre, utilizando una tasa de descubrimientos falsos esperados (FDR) del
1%. La mayoria de estos genes (63.62%) no pudieron ser identificados via BLAST (Figure 12),
lo cual es consistente con nuestros analisis previos en los que los transcritos que no pudieron
ser identificados eran mds abundantes en meiocitos de girasol con respecto a el
transcriptoma somatico, y ademds exhibian una expresion mas tejido-especifica (Flérez-
Zapata et al., 2014). Por tanto, decidimos centrarnos en estos transcritos no identificados,
con el propésito de investigar cuantos de ellos podrian ser considerados IncRNAS con un
posible papel regulatorio de la recombinacion homéloga durante la meiosis.

29,469 (49.87%)

Genes Diferencialmente Expresados (DEG)

18,767 (63.62%)

10.702(35.38%) No Codificantes para Proteina

Codificantes para 13,321 (70.98%) 5,446(29.02%)
PrOtelna IncRNAs No Clasificados

36.38% 45.16% 18.46%

Figura 12. Ndmeros y proporciones de genes diferencialmente expresados entre los
genotipos Silvestre y Domesticado agrupados por su categoria. El porcentaje global de
DEG, fue calculado respecto al nimero total de genes. Los porcentajes de los genes con y
sin potencial de codificar para proteina son presentados respecto al total de DEG. Los
porcentajes de IncRNAs y genes no clasificados fueron calculados respecto al total de genes
no-codificantes para proteina. Los porcentajes de la dltima fila, representan los porcentajes
de cada categoria, con referencia al nimero total de DEG.

3.3.2 Identificacion de IncRNAs expresados en los meiocitos de girasol.
Para probar si algunos de los transcritos no identificados eran IncRNAs, seguimos el flujo de

trabajo descrito en la Figura 13. Primero excluimos todos los 39,354 transcritos los cuales
tuvieron un hit significativo con péptidos seglin nuestro andlisis de BLAST. Con los 34,304
transcritos restantes no identificados de realizé un anilisis de blastn, contra el borrador del
genoma de girasol (linea mejorada HA412). El 90.88% de estos transcritos mostraron un hit
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con un porcentaje de identidad mayor al 90% con el borrador del genoma. Aunque este
resultado sugiere que la mayoria de estas secuencias son en realidad transcritos de girasol y
no artefactos del ensamblado, descartar en este punto aquellas secuencias sin hit con el
genoma podria ser inapropiado, puesto que estas pudieran ser variantes producto del
procesamiento de RNA o secuencias especificas del genotipo. Entonces decidimos evaluar el
potencial codificante de ambos transcritos no-identificados (con y sin hit con el genoma),
utilizando dos algoritmos distintos: CPC (Kong et al., 2007) y CPAT (Wang et al., 2013),
considerando que sélo aquellos transcritos que pasaran el umbral de los dos algoritmos,
fueran clasificados como IncRNAs. Dado que los dos métodos utilizados son
complementarios (CPC utiliza un clasificador basado en maquinas de vectores de soporte,
mientras que CPAT emplea un modelo logistico de regresion), la clasificaciéon de IncRNAs
s6lo cuando se cumplan los filtros de los dos algoritmos puede considerarse altamente
confiable y fidedigna.

De los transcritos no-identificados con y sin hit con el genoma el 74.17% (23,960) y 68.28%
(1,367), respectivamente, fueron clasificados como IncRNAs (Figura 13). Los transcritos no
identificados que no pasaron uno o los dos de los filtros de los algoritmos (CPC y CPAT)
fueron designados como no-clasificados. Al examinar la expresion de los transcritos
clasificados como IncRNAs en los tres genotipos de girasol, encontramos que el 75.65%
(18,128) de los INcRNAs con hit en el genoma también mostraron evidencia de expresién en
los tres genotipos de girasol evaluados, por lo que estos pueden ser considerados IncRNAs
altamente fiables. Por otro lado, el 32.26% (441) de los IncRNAs sin hit en el genoma
mostraron expresion en los tres genotipos de girasol (Figura 13). En contraste, la proporcién
de IncRNAs con hit en el genoma detectados sélo en los genotipos F1 vy silvestre fue del
11.03% (2,644 de 23,960), mientras que aquellos sin hit en el genoma representaban
aproximadamente el 53.62% (733 de 1,367) del total. Este enriquecimiento en IncRNAs de
“origen silvestre” en los IncRNAs sin hit en el genoma podria ser debido a que el genoma
que se esta utilizando como referencia es de un genotipo Domesticado (linea HA412).

El diagrama de Venn del total de IncRNAs, muestra que todos (a excepcién de dos IncRNAs,
que sélo fueron detectados en el genotipo Domesticado) fueron detectados en el hibrido F1
(Figura 13). La mayoria (73.31%; 18,569) de los IncRNAs fueron detectados en la F1 y los
dos genotipos parentales (interseccién interior), mientras que proporciones similares fueron
detectadas en la F1 y uno de los genotipos parentales (12.08% (3,062) y 13.33% (3,377)
para las comparaciones F1-Domesticado y F1-silvestre, respectivamente). Interesantemente,
317 (1.25%) de los IncRNAs fueron exclusivamente detectados en la F1. Este patron de
expresion podria ser evidencia de la existencia de algin tipo de procesamiento para la
maduracion del IncRNA genotipo-dependiente. Después de la transcripcién, la mayoria de
IncRNAs son procesados de manera similar a los RNAs de genes codificantes para proteina,
incluyendo la adicion de la cubierta en el extremo 5, la poliadenilacién del extremo 3’y las
modificaciones de empalme (Yoon et al., 2013). Aunque el empalme alternativo de IncRNAs



parece ser menos comun en plantas que en animales, en plantas de vid se evidencié la
expresion de formas alternativas de empalme en genotipos diferentes (Vitulo et al., 2014).
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Figura 13. Flujo de trabajo para determinar la naturaleza de IncRNA de los transcritos y
diagramas de Venn con el nimero de IncRNAs expresados por genotipo.

Entre los 25,327 IncRNAs identificados, 13,321 mostraron expresion diferencial entre los
genotipos Domesticado y silvestre. La proporcion de IncRNAs diferenciales y de transcritos
no clasificados fue significativamente mayor que la proporcion de genes codificantes para
proteinas diferencialmente expresados (45.16% y 36.38%, respectivamente, P <0.01) (Figura
12). Este resultado indica que la mayoria de cambios observados a nivel transcriptomico
entre los meiocitos de origen silvestre y Domesticado son debidos a cambios en la expresion
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de IncRNAs, lo cual a su vez, podria sugerir que estos estan relacionados con las diferencias
en la tasa de recombinacién entre estos genotipos.

En un estudio reciente, Ding y colaboradores (Ding et al., 2012a) resaltaron la importancia
de los IncRNAs en la meiosis de levadura, demostrando que el gen sme2 que codifica para
un IncRNA especifico de meiosis, es importante para el reconocimiento y apareamiento de
los cromosomas homoélogos. Aunque ain no se ha descrito algin IncRNA especifico de
plantas involucrado en meiosis (Zhou and Pawlowski, 2014a), muchos IncRNAs han sido
asociados con reproduccién sexual y fertilidad. Por ejemplo, en maiz el IncRNA Zm401 se
cree que es esencial para el desarrollo del tapete y las microesporas (Ma et al., 2008),
mientras que en arroz el IncRNA LDMAR regula la esterilidad masculina sensitiva al
fotoperiodo y el desarrollo normal del polen (Ding et al., 2012b). De hecho, un gran nimero
de IncRNAs importantes para la reproduccién sexual, han sido identificados en arroz a través
de una estrategia de cribado del genoma completo (Zhang et al., 2014b).

El analisis del transcriptoma de testiculos de mamifero mostré que los niveles de expresion
de los genes en este 6rgano eran relativamente mayores a los de otros érganos (e.g. cerebro,
corazon, higado, rifidn), y que esta diferencia era mas pronunciada para los IncRNAs, los
cuales tienen mayor expresion en los testiculos que en los otros érganos (Soumillon et al.,
2013). Concordantemente, nosotros previamente describimos que en humanos los testiculos
tenfan el transcriptoma mas diverso (Martinez and Reyes-Valdés, 2008). Asimismo, el
andlisis de los patrones de expresién de IncRNAs en tetrapodos mostré que los IncRNAs
estan preferencialmente expresados en testiculos y que su expresion estd activamente
regulada, lo cual sugiere que su expresién no es debida Gnicamente a transcripcién no-
especifica en regiones de cromatina abierta (Necsulea et al., 2014). Las redes de co-
expresion de IncRNAs con genes que codifican para proteina mostraron que los clusters de
genes con mayores proporciones de IncRNAs estaban enriquecidos en funciones
relacionadas con espermatogénesis, lo cual concuerda con las altas proporciones de
IncRNAs en testiculos, asi como la contribucién sustancial que tienen los espermatocitos en
paquiteno a el transcriptoma del testiculo completo (Necsulea et al., 2014; Soumillon et al.,
2013). Por otro lado, la caracterizacion de todos los IncRNAs presentes en el genoma de
maiz, puso en evidencia que los tejidos reproductivos masculinos, tales como la borla
inmadura, las anteras y el polen, tenian mayores niveles de expresion de IncRNAs que otros
tejidos (Li et al., 2014). Dado lo anterior, es posible pensar que este enriquecimiento de
IncRNAs en las estructuras y tejidos reproductivos de plantas y animales durante la meiosis y
gametogénesis podria ser el resultado de una via de regulacién bien estructurada vy
conservada de expresién de genes, en la cual participan los INcRNAs.

Actualmente los mecanismos moleculares a través de los cuales los IncRNAs podrian
participar en la meiosis de plantas son poco comprendidos. De acuerdo con su funcién en
otros procesos bioldgicos, estos podrian participar controlando la expresiéon de genes,
influenciando factores epigenéticos, manteniendo las caracteristicas de la heterocromatina o



controlando elementos transponibles (Zhou and Pawlowski, 2014a). En arroz, mas de 700
IncRNAs parecen ser importantes para la biogénesis de siRNAs en fase (phasiRNAs) de 21 nt,
en un proceso asociado con la proteina argonauta MEL1 especifica de la linea germinal
(Komiya et al., 2014), lo cual podria implicar que los IncRNAs en meiosis también podrian
actuar como precursores o imitadores de blancos de sSRNAs (Wu et al., 2013). Ademas, los
IncRNAs podrian tener un papel estructural directo, similar al del IncRNA DDSR1 de
fibroblastos en humanos, el cual interactda con el gen BRCA2 para modular la reparacién
del DNA por recombinacién homoéloga (Sharma et al., 2015); una via de reparacién que
también es importante para llevar a cabo correctamente la meiosis en Arabidopsis (Seeliger
et al., 2012).

Diferencias en la expresion de IncRNAs entre genotipos y los consecuentes efectos
fenotipicos de estas diferencias han sido observados en trigo, en donde la expresion
diferencial de dos IncRNAs (TalncRNA73 y TalncRNA108) estd cercanamente relacionada
con la susceptibilidad a la roya en tres genotipos distintos (Zhang et al., 2013). Ademas, dos
IncRNAs porcinos (linc-sscg2561 y Dnmt3a) mostraron niveles diferentes de expresion entre
cerdos domesticados y jabalies, sugiriendo un posible papel en la domesticacién del cerdo
(Zhou et al., 2014). En maiz, por ejemplo, ha sido reportada una  reconfiguracién del
transcriptoma como producto de la domesticacion (Swanson-Wagner et al., 2012). Lo cual,
sumado al efecto previamente reportado de la domesticaciéon sobre la recombinacién
homoéloga (Ross-Ibarra, 2004), podria sugerir que algunos de los IncRNAs diferencialmente
expresados identificados en este estudio podrian haber sido blancos de seleccién durante la
domesticacién y estar relacionados con las diferencias de recombinacién entre los genotipos
Silvestre y Domesticado.

3.3.3 Expresion de IncRNAs en meiocitos y el transcriptoma somatico de girasol.
Para acercarnos al entendimiento de la funcién de los IncRNAs de girasol, analizamos

algunas caracteristicas de la expresion de estos en el transcriptoma somatico y de meiocitos
del genotipo Domesticado (HA89), previamente descrito (Flérez-Zapata et al., 2014). En los
meiocitos, la proporcién de IncRNAs expresados fue significativamente mayor (P < 0.01),
respecto al transcriptoma somatico (Figure 14A). Igualmente, como se menciono
anteriormente, esto corresponde con los altos niveles de expresién de los IncRNAs
en estructuras reproductivas descritas en plantas (Li et al.,, 2014) y animales
(Necsulea et al., 2014; Soumillon et al., 2013).

Ademas, encontramos que la mayoria de transcritos que muestran expresiéon en uno de los
dos transcriptomas (genes exclusivamente expresados), fueron IncRNAs, tanto para el
transcriptoma somatico como para el de meiocitos (Figure 14B), aunque el nimero de
IncRNAs fue mayor en el transcriptoma de meiocitos. Por otro lado, el nivel de expresién (en
transcritos por millén; TPM) de estos IncRNAs fue menor que el observado para los genes
que codifican para proteina (Figure 14C), sugiriendo que los IncRNAs de girasol también



tiene mayor tejido-especificidad y menores niveles de expresién que los genes que codifican
para proteinas. Estas dos caracteristicas de los IncRNAs son consistentes con hallazgos
previos en otros organismos (Li et al., 2014; Liu et al., 2015b; Zhang et al., 2014b).
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de genes expresados en cada categoria. B. Nimero de genes expresados exclusivamente. C.
Distribuciones del logaritmo de la expresion de los genes en cada categoria.

3.3.4 Poblaciones de RNAs pequeiios en meiocitos de girasol y su relacion con los
IncRNAs.

De acuerdo con Li et al. (Li et al.,, 2014), mas del 90% de los IncRNAs de maiz tienen
similitud de secuencia con RNAs pequenos (sRNAs), por lo cual ellos los clasificaron como
pre-IncRNAs. Adicionalmente en otras especies modelo como arroz, Arabidopsis y Populus
trichocarpa, se ha descrito que los INcRNAs pueden actuar como precursores (Komiya et al.,
2014; Ma et al,, 2014) o imitadores de blancos de sRNAs (Shuai et al., 2014; Wu et al.,
2013). Entonces, para describir la conexién entre los RNAs no codificantes largos y
pequefios, secuenciamos el transcriptoma de RNAs pequefios de meiocitos en profase | de
los genotipos Silvestre y Domesticado.

Se obtuvieron alrededor de 5 millones de lecturas limpias (Tabla S13) de una longitud de 20
a 25 nt, donde la mayoria correspondian con lecturas de 24 nt (Figure 15). Estos SRNAs de
24 nt son tipicamente siRNAs endégenos (Axtell, 2013), y constituyen el mayor componente
de poblaciones de RNAs pequenos en plantas, que participan en el silenciamiento de genes
basado en cromatina mediado por RNA (Matzke et al., 2009). Durante la meiosis de maiz,
los phasiRNAs de 24 nt se acumulan (Zhai et al., 2015) de forma similar a la manera como
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son acumulados durante la espermatogénesis de raton (Axtell, 2015). Aunque la funcién de
estos sSRNAs de 24 nt no estd completamente entendida, estos pueden participar en la
supervision del mantenimiento de la integridad del genoma (e.g. rutas de silenciamiento de
TE), o pueden actuar como sefiales méviles y/o modificadores de cromatina (Axtell, 2015;
Zhai et al., 2015).
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Figura 15. Nimero de lecturas de cada longitud (pb) de poblaciones de sSRNAs de meiocitos
de los genotipos de girasol Silvestre (A) y Domesticado (B).

Nosotros previamente encontramos que genes de las vias de sintesis de sRNAs se
encontraban altamente expresados en meiocitos, especialmente el ortélogo de la proteina de
Arabidopsis AGO4 (2.9 veces mas expresado en meiocitos que en el transcriptoma somatico)
(Fl6rez-Zapata et al.,, 2014). Dado que la proteina AGO4 de Arabidopsis une
preferencialmente siRNAs de 24 nt con una adenosina en el 5’ (Mi et al., 2008), evaluamos
la existencia de un sesgo en el nucleétido 5 terminal en los SRNAs de 24 nt de meiocitos de
girasol. Encontramos que la mayoria de sRNAs de 24 nt, tenian una adenosina en el 5’
terminal (Figura S4), sugiriendo que estos sRNAs de 24 nt podrian ser cargados en el
complejo de AGO4 ortélogo de girasol, y asi participar en el mantenimiento del estado
silenciado de loci repetidos, transposones y heterocromatina, de manera similar a como
sucede en Arabidopsis (Vaucheret, 2008). La descripcién de esta abundante proporcién de
sRNAs de 24 nt en los meiocitos de girasol ayuda a soportar la idea de una evolucién
convergente de los sistemas de sRNA que regulan el desarrollo reproductivo masculino
(Axtell, 2015; Zhai et al., 2015).



Consistente con las observaciones en otras especies de plantas (Han et al., 2014; Lelandais-
Briere et al., 2010; Pantaleo et al., 2010), la poblacién de sRNAs de 24 nt de girasol es
menos redundante que la de 21 nt. Los sSRNAs de 24 nt tienen un gran ndmero de lecturas
Gnicas o de poca abundancia, mientras que la poblaciéon de 21 nt incluye multiples copias
de un mismo sRNA. Por otro lado, dado que la poblaciéon de sRNAs de 21 nt de plantas esta
compuesta usualmente por miRNAs, estos podrian ayudar a regular la expresién de genes a
través de mecanismos de silenciamiento post-transcripcional, similares a los descritos
anteriormente (Montes et al., 2014).

La expresién de 32 familias diferentes de miRNAs fue detectada en los meiocitos tanto del
genotipo Domesticado como del genotipo Silvestre (Figura S5). Sin embargo, el 92.69% v el
85.87% de las lecturas en el genotipo Domesticado vy Silvestre, respectivamente,
correspondian a lecturas de 3 familias de miRNAs (miR166, miR396, and miR319), las
cuales estan altamente conservadas entre distintas especies de plantas (Montes et al., 2014).
Aunque la funcién de estos tres miRNAs en meiosis es desconocida, en tomate miR396 y
miR166 se encontraron diferencialmente expresados entre las anteras de una planta no
mutante y de una mutante con esterilidad masculina (7B-1), sugiriendo que estos podrian
tener un papel en el desarrollo de la antera y la fertilidad masculina (Omidvar et al., 2015),
ademads de que miR319 fue previamente encontrado con expresién en la linea germinal de
Arabidopsis (Borges et al., 2011). La abundancia relativa de estas familias de miRNAs fue
mas o menos la misma entre los genotipos Silvestre y Domesticado (Figura S5), con
excepcion de miR398, la cual fue encontrada 7 veces mdas abundante en los meiocitos del
genotipo silvestre. En algodén, miR398 también fue encontrado diferencialmente expresado
durante las fases de tétradas en anteras de plantas no mutantes y otras con esterilidad
masculina genética (GMS) (Wei et al., 2013). Los hallazgos anteriores indican que el posible
rol de miR398 en meiosis merece estudios adicionales.

Para establecer la relacion entre poblaciones de sSRNAs y IncRNAs, nosotros mapeamos los
sRNAs contra una referencia mixta (contigs del borrador del genoma y el transcriptoma
ensamblado en este estudio), lo cual nos permitié evitar el sesgo de seleccién, es decir,
designar un transcrito como precursor o blanco de un sRNA, cuando el mejor hit para ese
sRNA se encuentra en una region intergénica no transcrita. La mayoria de sSRNAs de 21 nt
mapearon a transcritos que codifican para proteina, mientras que la proporcién de estos de
24 nt que mapearon a transcritos que codifican para proteina, es similar a la de aquellos que
mapean a IncRNA (Figure 16). Las lecturas de sRNAs del genotipo silvestre mapearon a
9,370 IncRNAs, mientras que las sRNAs del genotipo Domesticado mapearon a 8,852
INcRNAs (42.69% y 40.91%, relativo a la expresién total de IncRNAs expresados en cada
genotipo). Las lecturas de sSRNAs de ambos genotipos mapearon en comin a 8,852 IncRNAs.
No obstante, aunque la proporcién de IncRNAs que tuvieron similitud de secuencia con
miRNAs es notable, esta no es tan alta como la reportada para maiz (Li et al., 2014)
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Figura 16. Numero de lecturas de cada longitud (pb) de poblaciones de sSRNAs de meiocitos
de los genotipos de girasol Silvestre (A) y Domesticado (B), que mapearon a las diferentes
categorias de transcritos.

De acuerdo con Axtell (Axtell, 2013), los patrones de alineado a la referencia de los sRNAs,
proveen informaciéon importante acerca de la biogénesis de los mismos. Nosotros
encontramos que los sSRNAs de 20 y 21 nt mostraron mayores diferencias en la proporcién
de lecturas que mapearon a los IncRNA de la cadena “+” o “-“ (~15% mas lecturas
mapearon a la cadena “+”; Figura S6). Este resultado es esperado, considerando que los
sRNA de este tamafio han sido asociados con miRNA, los cuales son generados a través de
la fragmentacién de un precursor de cadena sencilla, mientras que los de 24 nt
(principalmente siRNAs) provienen de un precursor de doble cadena de RNA, por lo cual
puede esperarse que estos Gltimos mapeen en proporciones cercanas a una u otra cadena.

Por otro lado, de acuerdo a las bisquedas de BLAST contra las bases de datos de transcritos
naturales antisentido (NATs) de girasol de la base de datos publica PlantNATSs, determinamos
que 388 IncRNAs eran transcritos antisentido (trans-NATs). De estos trans-NATs, 198 y 215
para los genotipos Domesticado y silvestre, respectivamente, fueron catalogados como
precursores de SRNA, dado que lecturas de sSRNAs mapearon a estos. Ademds, el 68.37% de
los NATs para el genotipo silvestre y 68.68% para el genotipo Domesticado estuvieron
relacionados con sRNAs de 24 nt. Aunque sRNAs de otras longitudes también parecen ser
producto de estos transcritos antisentido, las proporciones son menores (Figura S7). Por
tanto, algunos de los IncRNA identificados en los meiocitos parecen ser NAT-siRNAs, los
cuales pueden formar parte de mecanismos regulatorios de la expresion génica que
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involucran la escision de transcritos, tal como fue previamente descrito para este tipo de
sRNAs (Borsani et al., 2005; Chen et al., 2010b).

En conjunto, nuestros resultados indican que hay una red de sSRNAs-IncRNAs trabajando a
nivel transcriptomico en los meiocitos de girasol. Ademds, considerando las diferencias en
expresion de los INncRNAs, es posible que los SRNAs que se derivan de estos también estén
relacionados con las diferencias fenotipicas a nivel de recombinacién homéloga entre estos.
Sin embargo, dado que algunos IncRNAs parecen no estar relacionados con rutas de sRNAs,
deben existir otros mecanismos mediante los cuales estos participan en la regulaciéon de la
recombinacién en meiocitos.

3.3.5 Elementos repetitivos presentes en los IncRNAs de girasol.

Se ha propuesto que los elementos transponibles (TE) contribuyen importantemente al
origen, evolucién y funcién de los IncRNAs (Johnson and Guigé, 2014). A través del andlisis
de diferentes regiones de RNAs no codificantes largos intergénicos (lincRNA) en ratén y
humanos, Kannan y colaboradores (Kannan et al., 2015) encontraron que el contenido de
TEs en los lincRNA es mayor que el de los genes que codifican para proteina, ademas de que
la mayoria de TEs se localizan en los exones y regiones promotoras de los lincRNAs. Estos
autores ademds observaron una correlacion entre la insercién de TEs y la tasa de evolucion
de los lincRNAs (i.e. habia mayor fijacién de TEs en los genes de lincRNA que
evolucionaban mas rapido). Por otro lado, en tomate, la insercién de un retrotransposon de
tipo LTR fue importante para el origen de un IncRNA especifico de fruto (IncRNA-314), el
cual presumiblemente fue generado durante la domesticacion del tomate dada su relacién
potencial con la maduracién del fruto (Wang et al., 2015).

Nosotros encontramos que 2,326 (9.18%) de todos los IncRNA identificados contenian TEs
(Figural7). De estos, el 91.01% contenian retrotransposones, mientras que el 8.99%
contenian transposones de DNA (Figura 17A). Los TEs mds frecuentemente encontrados,
pertenecian a las familias de retrotransposones LTR Gypsy y Copia (Figura 17B). Estos
resultados son consistentes con observaciones previas que mostraron que estas dos familias
de retrotransposones también son de las mds abundantes en el genoma de girasol (Giordani
et al., 2014; Natali et al., 2013). También se identificaron otros elementos repetitivos, tales
como repeticiones en tdindem o repeticiones no clasificadas (desconocidas) (Figura S8). El
porcentaje de IncRNAs que contenian elementos repetitivos fue de 14.31%, el cual es
mucho menor al reportado previamente para los INcRNAs de maiz (Li et al., 2014). Aunque
las diferencias en el contenido de TEs en los IncRNAs de maiz y girasol pudieran ser debidas
a diferencias en las estrategias metodolégicas, también podrian estar relacionadas con
diferencias reales en el contenido de TE a nivel genémico, diferencias en el tejido de origen
de los IncRNAs muestreados (i.e. IncRNAs expresados en meiocitos en girasol vs INcRNAs
expresados en toda la planta de maiz), o caracteristicas intrinsecas de los IncRNAs. Incluso
en maiz, la mayoria de los Ilamados HC-IncRNAs (aquellos que no son precursores de



sRNAs) no contenian secuencias repetitivas (Li et al., 2014), lo cual sugiere que la diversidad
de IncRNAs ocurre tanto a nivel funcional como evolutivo, incluso entre la misma especie.
Por tanto, se pueden esperar diferencias entre especies en los INcRNAs.
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Figura 17. Elementos transponibles (TEs) en los IncRNAs de girasol. A. Porcentaje relativo
de transposones de DNA vy retrotransposones. B. Ndimero de IncRNAs que con tienen TEs
por familia de TEs de girasol segin (Natali et al., 2013). Transposones de DNA: DH =
Helitron, DT = Unknown DNA transposon, DTA = hAT, DTC = CACTA, DTH = Harbinger,
DTM = Mutator, DXX = MITE. Retrotransposones: Rl = unknown non-LTR retrotransposons,
RIL = LINEs, RLC = Copia retrotransposons, RLG = Gypsy retrotransposons, RLR =
retroviruses, RLX = Unknown LTR retrotransposons, RX = Unknown retrotransposons.

La presencia de TEs en los IncRNAs de girasol es un resultado interesante, dado que estos
elementos podrian ayudar a entender su biologia y funcién. Por ejemplo, la variabilidad de
TEs entre plantas domesticadas de girasol es menor que la observada en accesiones silvestres
(Giordani et al., 2014). Asimismo, la relacion de los TE con la domesticacion vy el
mejoramiento ha sido también reportada en varias plantas, incluyendo maiz y trigo (Olsen
and Wendel, 2013), indicando que el contenido de TEs entre plantas silvestres vy
domesticadas es dinamico. Entonces, el proceso de domesticacién podria crear un ambiente
permisivo para la generacién de IncRNAs nuevos o alterados via TEs, que a su vez podrian
afectar las vias de regulacion que lleven a cambios fenotipicos (e.g. diferencias en la tasa de
recombinacién) en un lapso de tiempo relativamente corto.



Un hallazgo sorprendente del estudio del transcriptoma de meiocitos de Arabidopsis (Chen
et al., 2010a; Yang et al., 2011) fue la alta expresién de TEs, dado que estos podrian generar
mutaciones o tener efectos daninos sobre el genoma o la linea germinal, pudiendo tener
efecto en las generaciones futuras. Aunque la expresiéon de transposones podria ser un
resultado no intencionado de la reorganizacién de la cromatina durante la meiosis (Zhou
and Pawlowski, 2014a), su expresiéon también podria tener un papel funcional,
especialmente dado que estos pueden participar en el remodelamiento de la cromatina a
través del reclutamiento de la maquinaria de silenciamiento (Slotkin and Martienssen, 2007).
Por tanto, nosotros especulamos que aunque la expresién de algunos TE en meiocitos puede
ser genuina, lo cual justificaria la expresion de proteinas como AGO9 que participan en los
mecanismos de silenciamiento durante la formacién de gametos femeninos (Olmedo-Monfil
et al., 2010) y de vias de silenciamiento por siRNAs descritas anteriormente (Axtell, 2015;
Zhai et al., 2015), algunos de los TEs encontrados expresados en meiocitos podrian ser en
realidad dominios funcionales de los INncRNAs (Johnson and Guigé, 2014). Esta posibilidad
implica que los TEs podrian desempenar su papel en el remodelamiento de la cromatina
durante la meiosis, pero su integracion en IncRNAs no comprometeria la integridad del
genoma. Aunque se necesitan mas analisis para probar esta hipétesis, la presencia de TEs en
los INncRNAs que estan altamente expresados en meiocitos abre una nueva perspectiva que
podria brindar pistas acerca de su alta y contra intuitiva expresion en la linea germinal.

3.3.6 Validacion de las diferencias de expresion por la técnica de RT Q-PCR.

Como se describié en la Seccién 2.3.4, la medicién de los cambios de expresién por la
metodologia de RT Q-PCR, permite validar las diferencias de expresion detectadas por
técnica de RNA-Seq. Previamente, mostramos que los cambios de expresién por estas dos
metodologias eran congruentes para genes meidticos y no meidticos diferencialmente
expresados entre el transcriptoma somatico y de meiocitos. Aqui, presentamos el andlisis de
5 IncRNAs (Figura 18), de los cuales se obtuvieron productos especificos en la PCR, todos
ellos diferencialmente expresados entre los genotipos Domesticado y Silvestre, los cuales a
su vez presentan similitud con secuencias de sRNAs y hit con el genoma. Uno de ellos, G6,
ademas presenta similitud con un retrotransposon de la familia Copia. Se utilizaron dos
IncRNAs con expresién constante como normalizadores (Con1 y G1), lo cual permiti6
identificar que los IncRNA G4, G8 y G10 presentan mayor expresion en el genotipo
Domesticado, mientras que los IncRNAs G5 y G6 tienen mayor expresion en el genotipo
Silvestre, consistente con lo observado en el andlisis del transcriptoma por el método de
RNA-Seq. Ademas, se determin6 que Con1 podria ser mejor control, dado que al calcular la
variancia entre genotipos de los cambios de expresion esta fue de 1.7, mientras que para G1
fue de 0.25. Por otro lado, se ve que al normalizar la expresion con Conl (Figura 18A) la
razén de cambio estimada entre las dos metodologias es mas similar que al realizar la
estimacion con G1 (Figura 18B).
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Figura 18. Comparacion de los niveles de expresion de algunos genes, estimados por las
metodologias de RNA-seq y RT Q-PCR. Para el andlisis de la Q-PCR por el método de AACt
se utilizaron los normalizadores Con1 (A) y G1 (B).

3.3.7 Comentarios finales acerca de los IncRNAs meidticos identificados en girasol.

La idea de que los INncRNAs tienen un papel clave como reguladores es soportada por varios
de sus rasgos como: i) funcionalidad inmediata después de la transcripcion (i.e. la no
necesidad de traduccién a proteina); ii) su versatilidad estructural o interaccién secuencia-
especifica con proteinas o d4cidos nucleicos; iii) la flexibilidad evolutiva que promueve
tolerancia a inserciones o deleciones, dado que su funcién es independiente de un marco
estricto de secuencia como en los genes codificantes para proteina (Johnson and Guigé,
2014). Estos rasgos son consistentes con la evidencia creciente que sugiere que los INCRNAs
estan involucrados en muchos procesos biol6gicos, y han ampliado nuestro conocimiento de
la regulacion de estos y/o cambiado algunos paradigmas (Cech and Steitz, 2014; Liu et al.,
2015b). Un punto de encuentro de los estudios que han realizado la identificacién a nivel de
todo el genoma de IncRNAs, es que estos se encuentran altamente expresados en las
estructuras reproductivas de animales (Necsulea et al., 2014) y plantas (Li et al., 2014).
Aunque la relacién de los IncRNAs con la fertilidad de las plantas también ha sido
establecida (Ding et al., 2012b; Ma et al., 2008; Zhang et al., 2014b), y se habia propuesto la
relacion de estos como precursores de phasiRNAs necesarios para la meiosis de arroz
(Komiya et al., 2014), ningln IncRNA especifico de meiosis ha sido descrito ain en plantas
(Zhou and Pawlowski, 2014a). Por tanto, hasta donde sabemos, este es el primer reporte de
IncRNAs meidticos especificos de plantas, lo cual plantea cuestionamientos acerca de su
funcién e importancia en la regulacién de este proceso fundamental para la reproduccién
sexual.
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Para explorar el posible papel de estos IncRNAs meiosis-especificos expresados en los
meiocitos de girasol, comparamos algunos rasgos de estos con los de los meiocitos que
ademads tienen expresion en el transcriptoma somético (Tabla 1). Los IncRNAs con expresion
exclusiva en el genoma tienen significativamente mayor nimero de hits con el genoma de
girasol (87.18% vs. 64.77%, P < 0.01), mayor expresion diferencial (58.22% vs. 50.49%),
mayor similitud con sRNAs (36.77% vs. 23.33%), y mayor contenido de TEs (8.22% vs.
6.46%) que los IncRNAs expresados tanto en meiocitos como en el transcriptoma somatico.
Estas diferencias de los IncRNAs especificos de meiosis dan algunas pistas sobre su funcién.
Primero, el alto nimero de hits con el genoma sugieren una mayor conservacién, lo cual
esta de acuerdo con las observaciones previas en tetrdpodos, donde los IncRNAs
relacionados con espermatogénesis presentan un mayor nivel de conservacién (Necsulea et
al., 2014). Segundo, los IncRNAs meiosis-especificos parecen estar mas involucrados con las
diferencias fenotipicas de recombinacion con respecto a los no especificos, por lo cual se
encuentran diferencialmente expresados en mayor proporciéon. Finalmente, su alta
similaridad con sRNAs y alto contenido de TE sugiere que muchos de ellos podrian
promover cambios en el estado de la cromatina, lo cual es fundamental dados los procesos
de reorganizacién de esta que tienen lugar durante la meiosis (Dawe et al., 1994; Oliver et
al., 2013), asi como el papel regulatorio que se piensa tienen los los sRNAs y TEs en la
modificacion de la cromatina (Amaral et al., 2008; Slotkin and Martienssen, 2007).

En este estudio también observamos algunas diferencias en las caracteristicas de IncRNAs
diferencial y no diferencialmente expresados. En los INcRNAs con expresion exclusiva, la
proporcion de IncRNAs no diferencialmente expresados con hit en el genoma fue menor que
la de los IncRNAs diferenciales (43.34% vs. 56.66%), mientras que para los no-exclusivos se
observo la tendencia opuesta (mayor proporcion en los IncRNA no diferencialmente
expresados, 52.94% vs. 47.06%). Estas diferencias soportan la idea de que los IncRNAs
especificos de meiocitos podrian estar mds cercanamente relacionados con las diferencias en
la tasa de recombinacién que los IncRNAs no especificos, ademas, que la mayoria de estos
estdn mas conservados o no tienen modificaciones de empalme (lo cual explica que sea
mayor el nimero con hit con el genoma). También encontramos, que los IncRNAs con
expresion diferencial, tienen mayor similitud con sRNAs , tanto para IncRNAs meiocito-
especificos como no-meiocito-especificos, aunque esta diferencia es mds notable para los
IncRNAs especificos (57.36% vs. 42.64% y 54.56% vs. 45.44% para IncRNAs meiocito-
especificos y no especificos, respectivamente). Dado que los IncRNAs con expresién mas
variable estin mas cercanamente relacionados con sRNAs, la funcién de modificacién de la
cromatina asociada a la relaciéon IncRNAs-sRNAs podria tener una contribucién significativa
a las diferencias en la tasa de recombinacion. Finalmente, también se observaron diferencias
en la proporcién del contenido de TEs entre IncRNAs diferenciales y no diferenciales. En los
IncRNAs especificos de meiocitos la proporcion de IncRNAs no diferenciales con TEs fue
ligeramente menor que aquella para los diferencialmente expresados (49.21% vs. 50.79%).
Sin embargo, para los IncRNAs no especificos, observamos que dicha diferencia es mayor
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(46.31% vs. 53.69% para no-diferenciales y diferenciales, respectivamente). Se necesitan
estudios adicionales para clarificar el papel de estos IncRNAs que contienen TE en la
meiosis, asi como para aclarar si su funcién esta relacionada con la alta frecuencia de TE
expresados en meiocitos (Chen et al., 2010a; Yang et al., 2011).

Tabla 1. Resumen de las caracteristicas observadas de los IncRNAs de girasol. Se presenta
el nimero total de IncRNAs con cada rasgo. Los porcentajes de IncRNAs diferencial y no
diferencialmente expresados fueron calculados de acuerdo al total de IncRNAs en cada
rasgo (valores en la columna de “Total”). Los porcentajes en el total de cara rasgo (columna
“Total”) fueron calculados con respecto al ndmero total de IncRNAs independientemente del
rasgo (valor en la fila y columna “Total”).

No . .
. . Diferencialmente
Diferencialmente Total
Expresados
Expresados

Expresados en transcriptoma de meiocitos y somatico

Hit con el Genoma
Expresion en los 3 genotipos
Expresién en los 3 genotipos y con hit con el genoma
Similitud con sRNAs
Contiene Transposones
Total de IncRNAs identificados

8,925 (49.72%)
8,250 (52.65%)
8,083 (52.80%)
3,035 (44.40%)
831 (47.25%)
12,006 (47.40%)

9,024 (50.28%
7,421 (47.35%
7,227 (47.40%
3,800 (55.60%

928 (52.75%)
13,321 (52.60%)

NN

17,949 (70.87%)
15,671 (61.87%)
15,310 (60.45%)
6,835 (26.99%)
1,759 (6.94%)
25,327

Exclusivos de meiocitos
2,605 (43.34%) 3,406 (56.66%)
1,564 (53.97%) 1,334 (46.03%)
1,520 (53.94%) 1,298 (46.06%)
1,081 (42.64%) 1,454 (57.36%)
279 (49.21%) 288 (50.79%)

Genome hit

Expression in 3 genotypes

Expression in 3 genotypes and genome hit
sRNAs similarity

Contains transposons

6,011 (87.18%)
2,898 (42.03%)
2,818 (40.87%)
2,535 (36.77%)
567 (8.22%)

Total de expresados exclusivamente en meiocitos 2,881 (41.78%) 4,014 (58.22%) 6,895
Expresados en meiocitos y somatico (excluyendo exclusivos de meiocitos)
Genome hit 6,320 (52.94% 5,618 (47.06%) 11,938 (64.77%)
Expression in 3 genotypes 6,087 (47.66% 12,773 (69.33%)

Expression in 3 genotypes and genome hit
SRNAs similarity
Contains transposons

12,492 (67.77%)
4,300 (23.33%)
1,192 (6.46 %)

)
6,686 (52.34%)
6,563 (52.54%)
1,954 (45.44%)
552 (46.31%)

)

5,929 (47.46%)

2,346 (54.56%)
640 (53.69%)

Total de IncRNAs expresados en meiocitos y

0,
somatico, excluyendo los exvlusivos de meiocitos 9,125 (49.51%)

9,307 (50.49%) 18,432

3.4 Conclusiones

En afnos recientes, cada vez mas evidencia sugiere que los IncRNAs tienen un mayor niimero
de importantes funciones regulatorias (Ariel et al., 2015; Bonasio and Shiekhattar, 2014; Liu
2015b; Yoon et al.,,
IncRNAs en diferentes especies de plantas y animales ha destacado que la expresion de estos
2014;

et al., 2013). En particular, la identificacion y caracterizacién de

es abundante en estructuras reproductivas como testiculos y anteras (Li et al.,
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Necsulea et al., 2014; Soumillon et al., 2013; Zhang et al., 2014c), y que estos ademas
tienen un alto grado de conservacion, sugiriendo que su papel es importante (Necsulea et
al., 2014). Aunque en plantas hay evidencia de su relacién con la reproduccién sexual y la
fertilidad (Ding et al., 2012b; Ma et al., 2008; Zhang et al., 2014b), la funcién que pueden
tener estos en meiosis es desconocida, y no se ha habia descrito ninglin IncRNA meiético
especifico de plantas (Zhou and Pawlowski, 2014a). En este trabajo, gracias al andlisis
transcriptémico de meiocitos en profase | de tres genotipos de girasol con diferencias en la
tasa de recombinacion, pudimos observar que la mayor cantidad de genes que cambian su
expresion son IncRNAs, de los cuales algunos presentan expresion exclusiva en meiocitos.

Nuestros datos sugieren que, relativo a los IncRNAs no especificos de meiosis, los IncRNAs
meidticos estdn mds conservados entre los genotipos relacionados (una mayor proporcion
tiene hit con el genoma), tienen mayor variabilidad de expresién entre los genotipos
contrastantes y ademas tienen una relacién mas cercana con elementos relacionados con el
remodelamiento de la cromatina como siRNAs y TEs. Estos resultados resaltan el papel
fundamental de estos IncRNAs en meiosis, y sugieren una conexion entre dos rasgos
previamente observados de los meiocitos y/o anteras: una alta actividad de TEs y una alta
frecuencia de siRNAs. Asi pues este trabajo presenta evidencia que soporta la idea de
posibles funciones meidticas de los INcRNAs, como el mantenimiento de la heterocromatina
o la influencia sobre factores epigenéticos, como se habia propuesto previamente (Zhou and
Pawlowski, 2014a).

Es poco claro si los IncRNAs afectan directa o indirectamente la recombinacién homoéloga
de la meiosis, o si otros factores podrian tener una mayor contribucién a las diferencias en la
tasa de recombinacién en los genotipos de girasol analizados. Sin embargo, la expresién
diferencial de IncRNAs especificos de meiosis, sugiere que si bien estos pudieran no ser
totalmente responsables de las diferencias en recombinacion, si estdn relacionados con
procesos que conllevan a estas diferencias fenotipicas. Por ejemplo, algunos IncRNAs han
sido asociados con la aparicién de caracteristicas de domesticacion (Zhou et al., 2014) o
fueron modificados durante la domesticacion (Wang et al., 2015), sugiriendo que la fuerte
seleccion artificial que ocurre durante la domesticaciéon, puede afectar también a los
IncRNAs. Del mismo modo, los IncRNAs son elementos que pueden evolucionar
rapidamente, pero algunos de ellos también pueden mantenerse ampliamente conservados
(Derrien et al., 2012; Li et al., 2014; Necsulea et al., 2014), por lo que pueden ser fuente
importante de innovaciones evolutivas (Amaral et al., 2008) que permitan una mayor
flexibilidad en el proceso de seleccién sin comprometer la reproduccién sexual, e.g.
permitiendo cambios en la regulacion de la meiosis que no afecten a los elementos
genéticos esenciales de esta.

Se requieren esfuerzos futuros que se centren en determinar si los IncRNAs especificos o

preferencialmente expresados de girasol estdn conservados en otras especies de plantas, asi
como para realizar la caracterizacién de su actividad a nivel funcional. Para esto se requiere
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la generaciéon y re-andlisis de los datos de expresién en meiocitos y/o estructuras
reproductivas de otras plantas, asi como la finalizaciéon de la secuenciacion del genoma del
girasol y el desarrollo de herramientas de genémica funcional en esta planta.



CAPITULO 4: Cambios transcripcionales de genes meiéticos y
elementos regulatorios.

4.1 Introduccion

El anédlisis de los patrones de expresion de genes con funcién conocida en meiosis puede ser
atil para elucidar redes de regulacién de genes que controlan la expresién de genes
meiodticos (Zhou and Pawlowski, 2014a). Sin embargo, dos factores han dificultado la
realizacion de este tipo de anadlisis: en primer lugar, hasta el momento sélo se han descrito
alrededor de 90 genes que juegan un papel en meiosis en plantas (Mercier et al., 2015), y
segundo muchos de los genes que tienen funcién en meiosis también participan en otros
procesos, e.g. reparacion del DNA, por lo que su expresion no es exclusiva de meiosis (Yang
et al.,, 2011). Hasta el momento, se han analizado transcriptomas de meiocitos respecto al
transcriptoma somdtico (Chen et al., 2010a; Dukowic-Schulze et al., 2014; Yang et al,,
2011), transcriptomas de anteras en diferentes etapas del desarrollo (Crismani et al., 2006;
Deveshwar et al., 2011) y transcriptomas entre anteras mutadas y no mutadas (Wijeratne et
al., 2007), por lo que el conocimiento generado de los patrones de expresion de los genes
con funcién meiédtica se ha basado principalmente en su expresién preferencial en meiosis
y/o co-expresion con genes meidticos conocidos. En este sentido, el presente estudio
presenta una ventaja importante puesto que ademds de la expresién preferencial en los
meiocitos, tenemos el criterio adicional de su expresion diferencial entre genotipos de un
fenotipo de recombinacién meidtica contrastante.

Como se menciono anteriormente, es poco lo que se conoce de la regulacién de expresion
de genes en la meiosis de plantas. Sin embargo, en otros modelos como levadura este
proceso esta relativamente bien entendido. En ese organismo la coordinacién de la
expresion de genes es necesaria para llevar a cabo exitosamente la generacion de gametos
(Andreuzza et al., 2015). Dos reguladores maestros que median la expresién de genes
tempranos (que participan en la fase S y profase) y genes medios (necesarios para la salida de
paquiteno, division nuclear y formacién de esporas), son los responsables de tal
coordinacién en la expresion. Estos reguladores son los genes Ime1 y Ndt80 en S. cerevisiae,
y Stel1 y Mei4 en S. pombe (Vershon and Pierce, 2000; Winter, 2012). Cabe destacar que
aunque estas parejas de genes cumplen funciones equivalentes en estas dos especie de
levadura, son genes no conservados entre si (van Werven and Amon, 2011). Lo anterior
también sucede en otras especies de hongos en los que los ortélogos de estos genes
desempenan una gran variedad de funciones no relacionadas con su papel en meiosis
(Winter, 2012). La falta de conservacion de estos reguladores es quizds uno de los factores
que ha hecho que los mecanismos que controlan la expresion de genes en plantas estén
poco entendidos (Andreuzza et al., 2015).
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Aunque el analisis de las diferencias transcripcionales entre los meiocitos de girasol con
diferencias en la tasa de recombinacién arrojo que el mayor nimero de genes
diferencialmente expresados eran IncRNAs, alrededor del 36.38% eran genes codificantes
para proteina. Por tanto, el andlisis de este conjunto de genes diferencialmente expresados,
la descripcion de los patrones de expresion de los genes con funcién conocida en meiosis, y
la bisqueda de elementos regulatorios potenciales, tales como factores de transcripcion,
pueden dar algunas pistas sobre la regulacion transcripcional de la meiosis en plantas. Lo
anterior se aborda en el presente capitulo.

4.2 Materiales y Métodos

Los andlisis presentados en el presente capitulo fueron realizados con base en el
transcriptoma y el andlisis de expresion diferencial, descritos en el capitulo anterior. Por
tanto, para informacién detallada al respecto puede consultarse la Seccién 3.2. Asimismo la
anotacion de los genes de este nuevo ensamble en categorias funcionales de términos GO y
la identificacién de factores de transcripcién se realizé de la forma previamente descrita en
la Seccion 2.2.3, mientras que el andlisis de expresién diferencial de estos términos se
realiz6 segln lo previamente descrito en la Seccion 2.2.5.

4.1 Delimitacion de genes con funcién meiética y agrupamiento de estos en
categorias funcionales.

En el Capitulo 1, se realiz6 la busqueda de ort6logos en girasol de genes de Arabidopsis con
funcién en meiosis, basados en lo reportado por Chen et al. y Yang et al. (Chen et al., 2010a;
Yang et al., 2011). Sin embargo, para llevar a cabo un analisis mas preciso de los patrones y
cambios de expresion de estos genes entre los transcriptomas de meiocitos de los diferentes
genotipos de girasol, decidimos actualizar dicha lista de genes de Arabidopsis con funcién
conocida en meiosis. Para esto, tomamos la lista reciente de proteinas que han mostrado
funcion en meiosis de plantas descrita por Mercier et al. (Mercier et al.,, 2015), la
contrastamos con la lista de genes previamente considerada, descartamos genes cuya
evidencia no sugeria un papel principal en meiosis (e.g. genes cuyo fenotipo mutante no
implicaba reduccion en la fertilidad y/o alteraciones meidticas), e incluimos algunos nuevos
genes cuyo mutante esta afectado en meiosis (e.g. HVE). La Tabla S14, presenta la
descripcion detallada de los genes meidticos que fueron incluidos. Una vez definida esta
lista de genes, estos se agruparon en categorias funcionales, tomando como referencia la
clasificacién previa realizada por Mercier et al. (Mercier et al., 2015), haciendo los ajustes
necesarios basados en nuestra propia revision de literatura.

4.2 Bisqueda de genes co-expresados y agrupamiento en patrones de expresion.
Los genes fueron agrupados en seis patrones de expresion segin su nivel de expresién (alto,

medio o bajo) en los tres genotipos de girasol analizados (Tabla 3). Segin Ballouz et al.
(Ballouz et al., 2015), para la construccion de redes de co-expresién a partir de datos de
RNA-Seq se requieren como minimo 20 transcriptomas de al menos 100 millones de lecturas
cada uno. Por tanto, dado que no tenemos los transcriptomas necesarios para llevar a cabo
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la construccién de redes de co-expresion con los datos generados de transcriptomas de
girasol, decidimos basarnos en la informacién disponible de co-expresién para Arabidopsis
thaliana. Primero, buscamos los genes que co-expresaban con cada uno de los genes
meidticos diferencialmente expresados (entre los genotipos parentales y la F1 respecto a
cada uno de ellos) con la aplicacién ThaleMine del portal de informacién de Arabidopsis,
Araport (Krishnakumar et al., 2015). Asimismo, utilizamos la herramienta CoExSearch de la
base de datos de co-expression de Arabidopsis ATTED-II versién 8.0 (Obayashi et al., 2007,
2011) para identificar los genes que co-expresaban con los factores de transcripcion
diferencialmente expresados entre los genotipos Domesticado y Silvestre. Los genes co-
expresados en cada uno de estos dos casos fueron anotados funcionalmente con los términos
GO, como se describié en la Seccién 2.2.3. De esta uGltima base de datos, se extrajo ademas
la informacion de los elementos cis regulatorios predichos para los genes diferencialmente
expresados, asi como de los factores de transcripciéon cuyos perfiles de mRNA estaban
relacionados con dichos elementos.

4.2 Construccion de un modelo de probabilidad de co-expression de genes

meioticos dada su categoria funcional.
Con el objetivo de evaluar si la probabilidad de co-expresiéon de cada par de genes

meibticos considerados, estaba determinada por la funcién que desempefia (i.e. a la
categoria funcional a la que pertenece), se construyo un modelo de probabilidad lineal. Para
esto, primero se buscaron los datos de co-expresién para todos los posibles pares de genes
meidticos de Arabidopsis utilizando la herramienta EdgeAnnotation de la base de datos
ATTED-II versién 8.0 (Obayashi et al., 2007, 2011). Posteriormente, para cada par de genes,
se defini6 como variable a explicar una variable dicotémica que toma el valor de 1 si se
observa co-expressién y 0 en otro caso. Finalmente se estimé el modelo controlando por la
categoria funcional a la que pertenecen los genes. Asi, los coeficientes obtenidos pueden
interpretarse como la probabilidad de que dos genes se co-expresen dada la categoria
funcional a la que pertenecen. Del mismo modo se realizé la estimacién de este modelo
para aquellos genes co-expresados en Arabidopsis, que ademds presentaban el mismo patrén
de expresién en girasol.

4.3 Resultados y Discusion

4.3.1 Diferencias en categorias funcionales (términos GO) entre meiocitos.

Con el propésito de reportar cambios globales de los genes codificantes de proteinas, entre
los genotipos de girasol Domesticado y Silvestre decidimos realizar un analisis de expresion
diferencial de estos agrupandolos en categorias funcionales de términos GO, tal como se
describié previamente (Seccién 2.2.5). En total se encontraron 103, 46 y 38 términos
diferenciales con un cambio mayor al doble, en las categorias de proceso biolégico (BP),
componente celular (CC) y funcién molecular (MF), respectivamente (Tabla 2, S15, S16 y
S17). Entre el 89% y 92% de los términos en las distintas categorias (89.32% BP, 91.30% CC
y 92.11% MF) mostraron mayor representaciéon en el genotipo Domesticado. Llama la
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atencién como algunos términos de BP directamente relacionados con HR se encuentran
mas representados en el transcriptoma del genotipo Domesticado (el cual presenta mayores
niveles de HR), tales como: “chromosome separation”, “sister chromatid segregation” vy
“meiotic DNA double-strand break processing” (Tabla 2), lo cual sugiere que la mayor
expresion de genes agrupados en estas funciones, podria estar relacionada con el fenotipo de
recombinacién observado.

Tabla 2. Términos GO que pueden estar relacionados con meiosis, diferenciales entre los
genotipos Domesticado y Silvestre. Los términos subrayados también fueron encontrados
diferenciales con mayor expresién en meiocitos (respecto al transcriptoma somatico, descrito
en el Capitulo 2).

Razon cambio:

Identificador Término D/S
Términos GO de Proceso Bioldgico
GO:0051304 chromosome separation 4.1
G0:0010234 anther wall tapetum cell fate specification 4.05
GO:0007076 mitotic chromosome condensation 3.28
GO:0048444 floral organ morphogenesis 3.03
GO:0000819 sister chromatid segregation 3.01
GO:0060968  regulation of gene silencing 2.70
GO:0060148 positive regulation of posttranscriptional gene silencing 2.57
GO:0042753 positive regulation of circadian rhythm 2.55
GO:0007276 gamete generation 2.52
G0O:0000706 meiotic DNA double-strand break processing 2.35
GO:0010480 microsporocyte differentiation 2.24
G0:0006446  regulation of translational initiation 2.19
GO:0060184  cell cycle switching 2.17
GO:0007018 microtubule-based movement 2.08
GO:0032197  transposition, RNA-mediated 2.06
G0:0045787 positive regulation of cell cycle 2.01
G0:0045143  homologous chromosome segregation 0.43
G0:0048235 pollen sperm cell differentiation 0.33
Términos GO de Componente Celular
GO:0043626 PCNA complex 3.18
G0:0009330 DNA topoisomerase complex (ATP-hydrolyzing) 2.86
GO:0008278 cohesin complex 2.62
G0O:0045298 tubulin complex 2.56
G0:0000796 condensin complex 2.31
GO:0031304 intrinsic component of mitochondrial inner membrane 2.20
GO:0005643 nuclear pore 2.10
G0O:0016591 DNA-directed RNA polymerase 1l, holoenzyme 2.02
G0:0032300 mismatch repair complex 0.45
Términos GO de Funcion Molecular
GO0:0032947 protein complex scaffold 3.65
GO:0019210 kinase inhibitor activity 2.76
GO:0003916 DNA topoisomerase activity 2.30
GO:0001671  ATPase activator activity 2.20
GO:0003712  transcription cofactor activity 2.18
GO:0019948 SUMO activating enzyme activity 2.13
GO:0031490 chromatin DNA binding 2.02
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Otro grupo de términos funcionales que destacan son los relacionados con cambios en la
estructura de la cromatina, puesto que como se menciono anteriormente durante la meiosis
ocurren procesos de reorganizacién de esta (Dawe et al., 1994; Oliver et al., 2013). En este
conjunto de términos se destacan: “DNA topoisomerase complex (ATP-hydrolyzing)”,
“cohesin complex” y “condensin complex” para términos GO de CC; y “DNA topoisomerase
activity” para términos GO de MF. Lo anterior, estd de acuerdo con los hallazgos descritos
en el Capitulo 3, en donde se encontré6 que la mayoria de los genes diferencialmente
expresados eran IncRNAs, los cuales a su vez parecen estar relacionados con procesos que

median los cambios estructurales de la cromatina (Flérez-Zapata et al., 2016).

Por otro lado, este andlisis diferencial de términos GO pone en evidencia diferencias entre
los dos genotipos que pueden deberse a un mecanismo adicional de regulacion de la HR: las
modificaciones post-traduccionales reversibles. Algunos términos que indican cambios en
dichas modificaciones son: “SUMO activating enzyme activity” y “kinase inhibitor activity”,
relacionados con los procesos de sumolizacion y fosforilacion, dos modificaciones
previamente descritas que pueden afectar la actividad de proteinas relacionadas con la HR
(Heyer et al., 2010). Finalmente, se observaron cambios en términos que habian sido
previamente encontrados con mayor representacion en meiocitos (Flérez-Zapata et al.,
2014), tales como los relacionados con el metabolismo energético (“ATPase activator
activity”), y el silenciamiento génico (“positive regulation of posttranscriptional gene
silencing” y “regulation of gene silencing”). Lo anterior reafirma la importancia de estas
funciones en el meiocito, y sugiere que estas pueden verse afectadas y/o estar relacionadas
con las diferencias de recombinacién de los genotipos.

4.3.2 Patrones de expresion de genes meidticos.
La lista final de genes meidticos actualizada incluida en esta etapa del estudio, esta

compuesta por 109 genes con funcién en meiosis (Tabla S14), para los cuales se encontraron
96 (88.07%) ortélogos en girasol. No es sorprendente que no haya sido posible identificar
ortélogos de girasol para todos los genes con funcién en meiosis descritos en A. Thaliana,
pues como se describié anteriormente, la mayoria de los genes meidticos para los cuales no
fue posible encontrar ort6logo en girasol, también se encuentran ausentes en otras especies
de plantas (Flérez-Zapata et al., 2014), lo cual es evidencia de que pueden existir diferencias
particulares de este proceso entre especies de plantas.

Con el propésito de entender el comportamiento global de la expresion de los genes
meidticos clasificamos su expresién en 6 patrones distintos (descritos en la Tabla 3), basados
en el nivel en que se expresan (alto, medio o bajo) en cada uno de los tres genotipos de
girasol. Se observé que estos genes estan significativamente mas representados (P<0.01) en
patrones en los que la expresién es mayor en la F1 (5 y 6), comparado con el resto de genes
expresados, 44.79% vs 32.47% (Figura 19D y Figura 19A). Esta mayor proporcion de genes
meiodticos en los patrones 5 y 6, también fue observada al compararse con los genes
codificantes para proteina y IncRNAs (36.31% y 27.74%, respectivamente) (Figura 19By
Figura 19C). Asimismo, al analizar este mismo comportamiento utilizando como referencia
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el ensamble de novo construido con secuencias de meiocitos y el transcriptoma somatico
del genotipo Domesticado (Flérez-Zapata et al., 2014), los genes meidticos presentan
también una proporcién significativamente mayor (P<0.01) en los patrones con mayor
expresion en la F1 (Figura S9), comparado con el total de genes (36.31% vs. 23.34%). Esto es
importante, puesto que significa que este patrén particular de expresion de los genes
meioticos es consistente, independientemente del transcriptoma de referencia (Domesticado
vs F1), o con la naturaleza de genes (codificantes y IncRNAs) respecto a la cual sea
comparada.

Tabla 3. Patrones de expresion definidos en funcién del nivel de expresion de los genes en
cada uno de los genotipos de girasol.

Nivel de Expresion

Patron Alto Medio Bajo
1 Domesticado F1 Silvestre
2 Domesticado Silvestre F1
3 Silvestre Domesticado F1
4 Silvestre F1 Domesticado
5 F1 Silvestre Domesticado
6 F1 Domesticado Silvestre

La observacion de mayores niveles de expresion de genes meidticos en los meiocitos de la
F1, es una observacién interesante, puesto que previamente se habian descrito efectos de la
heterocigosidad sobre la recombinacion de A. thaliana (Barth et al., 2001; Ziolkowski et al.,
2015). Por ejemplo, Barth et al. (Barth et al.,, 2001) observaron que en promedio las
frecuencias de recombinacién en las cruzas F1 fueron sustancialmente mayores que los
ecotipos parentales homocigotos. En girasol no se observé que la recombinacion fuera
mayor en la F1 respecto a sus parentales (Rodriguez et al., 2007). Sin embargo, el nimero de
brazos cromosémicos con quiasmas previamente estimado de este genotipo (28.10) es
mayor que el esperado si la tasa de recombinacién de este fuera la mitad (27.65), de la de
los dos parentales (29.70 y 25.60, para el genotipo Domesticado vy Silvestre,
respectivamente). Aunque se necesitan estudios posteriores para determinar si estos efectos
de la heterocigosidad sobre la recombinacién podrian ser causa o consecuencia de mayores
niveles de expresion de genes meidticos en la F1, este resultado es importante puesto que
resalta cierta particularidad de la expresion de estos genes que podria impactar en el
fenotipo de recombinacién. Por otro lado, la heterocigosidad de genes relacionados con el
ciclo celular como p53 vy la reparacién del DNA como ATM, BRCA1 y BRCA2, ha sido
descrita como causa de cambios de expresién de varios genes, incluyendo genes blanco y
relacionados con su funcién en ratén, humano y lineas celulares (Boley et al., 2002; Salmon
etal.,, 2013; Watts et al., 2002).
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A. Todos los genes B. Codificantes

C. IncRNAs D. Meidticos

Figura 19. Patrones de expresion de los genes Totales (A), Codificantes (B), IncRNAs (C) y
Meidticos (D).

4.3.3 Genes meiéticos diferencialmente expresados.
Luego de describir los patrones generales de expresion de los genes meiéticos, procedimos a

observar los cambios de expresion de estos entre los genotipos de girasol. A un valor de
significancia P<0.01, se observaron 34 genes meiéticos diferencialmente expresados (33 con
cambios mayores al doble) en el contraste Domesticado-Silvestre (D-S), 23 para el contraste
F1-Silvestre (F1-S, 20 de los cuales también se encontraban diferenciales entre D-S) y 0
genes meidticos diferenciales entre los genotipos F1-Domesticado (F1-D) (Figura 20A). Estos
resultados son congruentes con las diferencias fenotipicas de recombinacién previamente
reportadas para estos genotipos por Rodriguez et al. (Rodriguez et al., 2007), en los cuales
las mayores diferencias del nimero de brazos cromosémicos con quiasmas se observaron en
la comparacién D-S (4.1), seguidas de las diferencias entre F1-S (2.5) y F1-D (1.6). Para
facilitar el analisis, los genes con funcién en meiosis fueron ademas agrupados en 13
categorias funcionales (Figura 20B), de acuerdo a la funcién que desempefian. La mayor
cantidad de genes diferencialmente expresados fueron los relacionados con el control del
ciclo celular, la formacién del huso y la citocinesis, seguido de genes que estan relacionados
con la entrada en meiosis, con 7 y 5 genes diferenciales en la comparacién D-S ,
respectivamente.

Recientemente, se ha descrito la funciéon de dos genes regulatorios de la meiosis de A.
thaliana que parece pueden modular la expresién génica. Estos genes son: MMD/DUET, una
proteina esencial para la meiosis masculina y FEHLSTART (FST), una proteina especifica de
plantas que controla la entrada y sincronizacién de la meiosis. Curiosamente, los fenotipos
mutantes de estos dos reguladores se caracterizan por problemas en la formacién del huso
(Andreuzza et al., 2015; Li et al., 2015), lo cual podria sugerir que una de las funciones
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meidticas que mds se ve afectada por cambios en la regulacién de la expresién es la
formacioén del huso. Ort6logos de girasol para estos dos genes fueron identificados, y ambos
genes se encontraron diferencialmente expresados en la comparaciéon D-S (Figura 20C). FST
presenta mayor expresiéon en el genotipo Domesticado y MMD/DUET presenta mayor
expresion en el genotipo Silvestre. Asimismo, también se detecté expresion diferencial de
algunos de los genes regulados por estos genes. El mutante fst-1 presenta una sobreexpresién
de los genes MSH5, ZIP4 y SHOCT (Li et al., 2015). Esto concuerda con nuestro andlisis de
expresion diferencial, en el que estos genes presentan mayor expresion en el genotipo
Silvestre (Figura 20C, Figura STOC) y un patrén de expresion opuesto (1 y 4, Tabla S14). Es
decir, que a menor expresion de FST mayor expresion de MSH5, ZIP4 y SHOCT en el
genotipo Silvestre, o viceversa en el genotipo Domesticado. De manera similar, MMD/DUET
ha sido descrito como un regulador de la expresién de TDM1(MS5), por lo que el mutante
de este primer gen presenta un descenso considerable de la expresiéon del segundo
(Andreuzza et al., 2015). En nuestro analisis, estos dos genes presentan mayor expresion en
el genotipo Silvestre (Figura 20C) y el mismo patrén de expresion (Tabla S14), sugiriendo una
vez mas que hay correspondencia entre nuestros resultados y los reportes previos de
expresion de estos genes.

B.
S-F1 D-F1 Categorias Funcionales Genes Meidticos

Axis-SC
Cell cycle control: spindle-cytokinesis
Entry into meiosis
Recombination: Anti-CO Activity

0 Recombination: Class | CO
Recombination: Class Il CO

Recombination: CO outcome
Recombination: DSB formation
Recombination: early DSB repair
10 Recombination: IH bias

Sister Chromatid cohesion

SMC complex

Others

A.

© 0N O U R W N =

- -
N o=

D-S

-
w

Mayor expresién en Silvestre
Mayor expresién en Domesticado
MS5
MMD
TES AGO9
PS1 SWi1 MSH5 SYNI1

ATK1 AML3 XRCC2 ZIP4 SCC3
CDK1;A  CDC45 BLAP75  HEIO SPO11-2 XRCC3 AESP
ASY1 ATK5 FST FANCM MLH3  PHSI ATM | MND1 TOPII
1 2 3 4 5 8 9 10 11 12
Categoria Funcional Genes Meiéticos

Figura 20. Resultados de expresion diferencial de los genes meiéticos entre los genotipos de
girasol. (A) Nimero de genes diferencialmente expresados en cada uno de los contrastes. (B)
Categorias funcionales en las que fueron agrupados los genes meidticos. (C) Genes
diferencialmente expresados en cada una de las categorias funcionales.
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Se podria esperar que el genotipo Domesticado, que presenta mayor tasa de recombinacion,
también presente mayores niveles de expresién de genes relacionados con la formacién de
CO. Sin embargo, los genes relacionados con la formacién de CO (categorias funcionales 5
y 6), se encuentran principalmente mas expresados en el genotipo Silvestre (Figura 20C y
Tabla S14). Pueden hacerse algunas reflexiones alrededor de este resultado inesperado. La
primera es que en girasol pueden existir otras vias y/o genes que participan en la formacién
de COs, las cuales podrian estar mds directamente relacionadas con las diferencias en la tasa
de recombinacién observadas. Esta posibilidad surge de observaciones previas, en las cuales
las vias de generacion de COs pueden variar de un organismo a otro, e.g. en S. pombe todos
son generados a partir de la ruta de generacion de CO de clase Il (Mus81-Mms4), mientras
que esta ruta es responsable de s6lo un subconjunto de los CO (alrededor del 20%) en
S.cerevisiae (Kohl and Sekelsky, 2013). Asimismo, la existencia de una ruta alternativa de la
generacion de COs ha sido propuesta en S.cerevisiae en donde después de mutar genes
esenciales de cada una de las dos rutas para la generacién de CO (Msh4-Msh5 y Mus81-
Mms4), se observaron algunos COs residuales (De los Santos et al., 2003).

Por otro lado, estos resultados inesperados de expresién podrian sugerir que las diferencias
en el ndmero de COs entre los genotipos de girasol, estarian relacionadas con otros
mecanismos de control del ndmero de COs, tales como la interferencia. Al estudiar las
adaptaciones meidticas en A. arenosa, posteriores a un evento de duplicaciéon de genoma
completo (WGD), Yant et al. (Yant et al., 2013) observaron que 8 genes mei6ticos no
relacionados entre si mostraron marcas de seleccién. De estos genes se destaca que varios
de ellos son cohesinas y proteinas del eje cromosémico, tales como ASY1, ASY3, SMC3,
SYNT y PDS5. Por lo cual, se propone que algunas de estas proteinas seleccionadas podrian
afectar la longitud del eje y el tamafo de los bucles de cromatina, lo que a su vez
modificaria las tasas de recombinaciéon (Bomblies et al., 2015). En nuestro transcriptoma,
encontramos que genes del complejo de cohesinas y relacionados con el eje como SMCT,
SCC3, ASY1 y SYNT, se encuentran diferencialmente expresadas en la comparaciéon D-S,
todos con mayor expresiéon en el genotipo Domesticado. Esto, sugiere diferencias en la
estructura del eje, que a su vez traerian consecuencias en la recombinacién, tal como se
mencioné anteriormente. A la anterior observacion, se suma el hecho de que se observa
mayor expresion de antirecombinasas y genes de reparacién temprana de DSBs en el
genotipo Domesticado (Figura 20C y Figura S10C), dos procesos que también han sido
asociados al fendmeno de interferencia (Chapman et al., 2012; Youds et al., 2011).

Finalmente, es importante resaltar que es probable que existan otros mecanismos de
regulacién posteriores a la transcripcién (e.g. modificaciones post-traduccionales), que
contribuyan al fenotipo observado y generen que no haya correspondencia entre el perfil
transcripcional observado y el fenotipo. Por tanto, el valor de este andlisis de expresion
diferencial radica en la generacion de hipotesis sobre los mecanismos que pueden estar
relacionados con las diferencias de recombinacién (e.g. cambios transcripcionales de
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elementos reguladores como MMD vy FST, o cambios en la interferencia), mds que en la
explicacion del porqué de dichas diferencias. Por otro lado, este andlisis deja en evidencia
algunas particularidades de la expresién de estos genes meidticos. Por ejemplo, MLH3
(AT4G35520) se encontré diferencialmente expresado en el contraste D-S, con mayor
expresion en el genotipo Silvestre. Este mismo gen también fue encontrado con marcas de
seleccion y diferencialmente expresado entre teosintle y maiz, con mayor expresién en
teosintle (Swanson-Wagner et al., 2012). Se necesitardn estudios posteriores para aclarar si
esta observacion es solo una coincidencia, o podria estar relacionada con algiin mecanismo
conservado propenso a ser seleccionado, que contribuya a las diferencias de recombinacién
previamente observadas entre plantas silvestres y domesticadas (Ross-Ibarra, 2004).

4.3.4 Coordinacion por etapas de la expresion de genes meiéticos.
Una observacion que llama la atencion de la expresion diferencial de los genes meidticos, es

que los cambios en expresién no ocurren en la misma direcciéon para genes que forman
parte de la misma categoria funcional. Es decir, pueden existir genes diferencialmente
expresados de una categoria, que tengan mayor expresién en el genotipo Domesticado y
otros de la misma categoria que tengan mayor expresion en el genotipo Silvestre (Figura
20C). Por tanto, decidimos evaluar el patron de expresién de los genes meidticos en cada
una de las categorias funcionales en la que estos fueron agrupados. Para todas las categorias
funcionales con mas de un gen (i.e. a excepcion de la categoria “Recombination: Class I
CO”), se observa mas de un patrén de expresion (Figura 21). Las categorias que mayor
diversidad de patrones de expresién mostraron, fueron “Cell cycle control: spindle-
cytokinesis” y “Recombination: early DSB repair”, entre las cuales se encuentran genes del
ciclo celular y reparacién del DNA, que no cumplen funciones exclusivas de meiosis (Yang
et al.,, 2011; Zhou and Pawlowski, 2014b), lo que podria tener un efecto sobre la
coordinacién de su expresiéon. Por tanto, las diferencias de expresién de genes con una
misma funcién, implica que aunque dos genes tengan una funcién similar, su patrén de
expresion no esta determinado por esta, sugiriendo, que no hay coordinacién o congruencia
funcional de la expresién, durante la meiosis de girasol.

Others
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Figura 21. Patrones de expresion de genes meiéticos en cada una de las categorias
funcionales consideradas.



Esto dGltimo nos motivé a evaluar si existia coordinacién de la expresion durante la meiosis
de plantas, a través de la estimacién de la probabilidad de co-expresiéon de cada par de
genes meidticos, dada la categoria funcional a la que pertenecen. En Arabidopsis (Figura
22A), los resultados sugieren la existencia de cierto nivel de coordinacion de la expresion,
puesto que pares de genes de categorias que dependen secuencialmente unas de otras tienen
mayor probabilidad de co-expresion, que con genes que cumplen funciones estructurales.
e.g. “Recombination: CO outcome” y “Recombination: Class | CO” (categorias 7 y 5,
P=0.82) vs “Axis-SC” y “Recombination: Class | CO” (categorias 1 y 5, P=0.55), o “SMC
complex” y “Recombination: Class | CO” (categorias 12 y 5, P=0.64). Los resultados del
ejemplo anterior, son esperados si se considera que en esta planta la formaciéon de CO de
tipo I, ocurre en etapas posteriores al ensamblaje del complejo sinaptonémico (Mercier et
al., 2015; Osman et al., 2011). Nuestros resultados aportan evidencia adicional de que en
plantas la transcripcién de genes meidticos es controlada etapa por etapa, de manera similar
a como ocurre en levadura, tal como lo sugirieron Andreuzza et al. (Andreuzza et al., 2015).

A. Arabidopsis

Categoria Funcional
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1
2 0.62 0.85
3 040 055 033
4 052 072 047 058
5 055 0.76 049 0.64 0.65
6
7 067 092 0.60 0.78 0.82 1.00
8 058 081 053 0.68 0.72 0.88 0.75
9 057 079 051 0.67 0.70 0.86 0.75 0.73
10 067 092 060 0.78 0.82 1.00 0.88 0.86 1.00
11 067 092 060 078 0.82 1.00 0.88 0.86 1.00 1.00
12 052 072 047 0.60 0.64 0.78 0.68 0.67 0.78 0.78 0.58
13 0.67 092 060 0.78 0.82 1.00 0.88 0.86 1.00 1.00 0.78 1.00
B. Girasol
Categoria Funcional

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1
2 0.15
3 073 010
4 015 0.12
5 0.19 0.14 0.12 0.33
6
7 017 0.2 025 022 020 0.50
8 017 013 015 015 024 031 0.14
9 012 014 0.16 0.16 0.21 0.27 022 0.18
10 0.12 0.18 0.17 027 0.38 0.28 0.21 0.17
11 029 013 024 021 027 0.50 032 0.31 0.36 0.48
12 019 0.15 0.14 0.15 0.21 0.25 021 021 0.22 030 0.14
13 022 013 023 022 0.18 0.42 033 031 033052 030 0.33

Figura 22. Probabilidades estimadas de co-expresion de genes meidticos dada la categoria
funcional a la que pertenece en Arabidopsis (A) y girasol (B). Categorias funcionales: 1: Axis-
SC, 2: Cell Cycle Control: Spindle-Cytokinesis , 3: Entry into meiosis, 4: Recombination-
AntiCO Activity , 5: Recombination-Class I CO, 6: Recombination-Class Il CO, 7:
Recombination-CO outcome, 8: Recombination-DSB formation, 9: Recombination-Early
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DSB repair, 10: Recombination-IH bias, 11: Sister chromatid cohesion, 12: SMC complex,
13: Others.

Este modelo de probabilidad de co-expresién dada la categoria funcional de los genes
meidticos también fue estimado para girasol. Dado que no hay informacién extensa de datos
de co-expresién en esta planta, para considerar un gen como “co-expresado”, se consideré
que este tuviera reportes de co-expresion en Arabidopsis y ademds presentard el mismo
patrén de expresion entre los meiocitos de los diferentes genotipos de girasol. El resultado de
este andlisis se presenta en la Figura 22B, en donde se observa que el resultado es muy
similar a lo observado en Arabidopsis. Los genes de categorias relacionadas funcionalmente
en una etapa cercana presentan mayor probabilidad de co-expresién que genes
pertenecientes a categorias funcionales de etapas diferentes. De hecho, la correlacién entre
las probabilidades estimadas para Arabidopsis y girasol es de 0.79. Este resultado, junto con
la consistencia observada en girasol de la relacién entre genes reguladores de expresion
previamente descritos en Arabidopsis (i.e. MMD/DUET y FST) y los genes que regulan,
sugiere la existencia de reguladores transcripcionales clave, los cuales ademas podrian estar
conservados entre diferentes especies.

4.3.5 Diferencias en elementos regulatorios de la expresion de genes (factores de
transcripcion y elementos en cis).
El transcriptoma de los meiocitos de plantas se ha caracterizado por una alta actividad

transcripcional y sobre-representacion de términos GO relacionados con la regulacién de la
actividad transcripcional (Dukowic-Schulze et al., 2013; Fl6rez-Zapata et al., 2014). Por otro
lado, muchos de los cambios fenotipicos de la domesticacion han sido debido a cambios
adaptativos en factores de transcripcion (Doebley et al., 2006; Swanson-Wagner et al.,
2012). Estos dos precedentes motivaron el analisis detallado de los cambios de expresién de
factores de transcripcién entre los meiocitos de girasol Domesticado y Silvestre. En total, 255
TF fueron encontrados diferencialmente expresados en el contraste D-S. La mayor
proporcion de estos (168, 65.88%), presenté mayor expresion en el genotipo Domesticado,
de los cuales el 85.11% (143) tiene diferencias de expresién mayores o iguales al doble. Por
otro lado, 169 (66.27%) de estos presentan mayor expresién en meiocitos, respecto al
transcriptoma somatico previamente descrito (Capitulo 2).

La mayoria de TF diferencialmente expresados pertenecen a la familia bHLH (Figura 23), la
cual fue previamente descrita como la mas abundante en meiocitos de girasol (Flérez-Zapata
et al., 2014), y de la cual la mayor cantidad de miembros se encuentran sobreexpresados en
el transcriptoma de meiocitos de Arabidopsis y maiz (Dukowic-Schulze et al., 2013). A
diferencia de los TF de la familia  WRKY, las familias a las que pertenecen los TF
diferenciales con mayor representaciéon (MYB, bZIP, NAC, C2H2, entre otros) también
fueron previamente descritas como abundantemente expresadas en meiocitos (Dukowic-
Schulze et al., 2013; Flérez-Zapata et al., 2014). Por tanto, es posible que las variaciones
entre los genotipos de esta familia de TF (WRKY), no estén directamente relacionadas con las
diferencias en recombinacién meidtica.
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Figura 23. Familias y patrones de expresion de factores de transcripcion diferencialmente
expresados, con mas de un representante por familia.

Por otro lado, se observo que alrededor del 93% de los TF diferenciales pueden ser
agrupados en los patrones de expresion 1 (57.65%), 4 (27.45%) y 6 (7.84%). Estos resultados
son congruentes con los patrones de expresién observados para todos los genes, genes
codificantes y IncRNAs, en los que la mayor proporcién de genes es agrupada en estos tres
patrones (Figura 19). Sin embargo, como se describié anteriormente, la mayoria de los genes
meioticos se expresan siguiendo el patrén de expresion 6, por lo cual revisamos con mayor
detalle TF que presentan este mismo patrén de expresion. De los 20 TF que se ajustan a este
patrén de expresion, 9 tienen un patrén de expresion preferencial en meiocitos (dos veces
mas expresion en comparacién con el transcriptoma somatico). Estos 9 TFs, pertenecen a 7
familias distintas (Tabla S18), de las cuales se resalta una vez més la familia bHLH, para la
cual se observaron 3 TF que cumplian las caracteristicas anteriormente mencionadas.

Interesantemente, dos de estas bHLH (AtbHLH091 y AtbHLHO10), forman parte del mismo

grupo, segln sus similitudes estructurales (Heim et al., 2003). Ademds, ambos TF fueron
encontrados consistentemente sobreexpresados en los meiocitos de Arabidopsis y maiz
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(Dukowic-Schulze et al., 2013). Al analizar anteras normales y mutantes de Arabidopsis se
detecté una reduccion significativa de la expresion de AtbHLHO91 en las anteras mutantes
(Wijeratne et al., 2007). La funcion de este gen también ha sido relacionada con la del gen
DYT1, una proteina bHLH cuyo mutante presenta esterilidad masculina y deficiencias en la
diferenciacién y funcién del tapetum (Feng et al., 2012; Zhang et al., 2006). Lo anterior es
importante puesto que un tapetum funcional es necesario para el desarrollo normal del
polen y la conclusién de la meiosis (Zhang et al., 2006). Finalmente, con base en lo
anterior, Wijeratne et al. (Wijeratne et al., 2007), propusieron que AtbHLHO091 (y
posiblemente AtbHLHO010, dada su similitud estructural), podria actuar como un regulador
de la expresion de genes meidticos. Lo anterior resalta la importancia de nuestros resultados,
los cuales sugieren nuevamente que estos dos genes podrian tener relacién con la regulacion
de la expresion de genes meidticos en girasol.

La tercera proteina bHLH, que se ajusta al patron 6 de expresion, previamente fue
encontrada expresada en el gametofito femenino de Arabidopsis (Wang et al., 2010),
sugiriendo que esta también podria estar relacionado con meiosis. Finalmente, otros dos de
los FT de transcripcién diferenciales, preferenciales de meiocitos y con el patréon de
expresion 6 cuya funcién previa descrita podria sugerir algiin papel en meiosis son BME3 y
HAT3.1. El primero se encontré sobreexpresado en Arabidopsis en respuesta al dafo
inducido en el DNA con un agente quimico (por lo que podria ser importante para la
reparacion del DNA) (Liu et al., 2015a); mientras que para el segundo se detecté expresion
en la MMC (Megaspore Mother Cell), sugiriendo un papel en el desarrollo de la linea
germinal (Schmidt et al., 2011).

De la lista de TF sobreexpresados en meiocitos de Arabidopsis y maiz (Dukowic-Schulze et
al., 2013) que ademas presentan expresion preferencial en meiocitos de girasol, fueron
encontrados diferencialmente expresados 6 en la comparacién D-S (Tabla S19). Dos de
estos, como se menciono anteriormente, corresponden a las proteinas AtbHLHO091 vy
AtbHLHO10. Otros dos, pertenecen a la familia MIKC (un tipo MADS), los cuales presentan
patrones de expresién opuestos (1 y 6). Por Gltimo, los dos restantes, tienen el patréon de
expresion 1 y pertenecen a las familias bZIP y ERF. No existen reportes adicionales que
asocien a estos elementos regulatorios con meiosis. Sin embargo, AG (MIKC) y TGA10
(bZIP) han sido asociados con el desarrollo del estambre y tapetum, respectivamente (lto et
al., 2007; Murmu et al., 2010), sugiriendo un papel importante para el apropiado desarrollo
floral. Por tanto, estos TF son candidatos regulatorios interesantes, dada su consistente
expresion preferencial en meiocitos y los cambios de expresién observados en el presente
estudio. Son necesarios estudios posteriores para esclarecer la relacién de estos TF con
meiosis.

Otros elementos que pueden regular la transcripcion de genes son los elementos en cis;

pequenios segmentos del DNA que regulan la transcripcion de genes cercanos al funcionar,
generalmente, como sitios de unién a TF. Nosotros realizamos una busqueda de estos
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elementos en los genes meidticos diferencialmente expresados (en el contraste D-S),
utilizando la informacién disponible de elementos cis en la base de datos ATTED-II versién
8.0 (Obayashi et al., 2007, 2011). Para 11 de los 34 genes meidticos diferenciales se
encontraron elementos cis predichos (Tabla S20). La mayoria de estos genes, cumplen
funciones de control del ciclo celular, organizaciéon del huso y citocinesis (“Cell cycle
control: spindle and cytokinesis”). Este resultado llama la atencién, puesto que la mayor
cantidad de genes diferenciales se observé en esta categoria. Ademds, como se describi6
anteriormente, los reguladores transcripcionales MMD/DUET vy FST parecen tener un efecto
sobre la correcta organizacién del huso (Andreuzza et al., 2015; Li et al., 2015). No
obstante, en la reconstruccion de las probabilidades de co-expresién de pares de genes
meidticos en Arabidopsis (Figura 22A), se observé que los genes que pertenecen a esta
categoria presentan probabilidades de co-expresién altas con genes pertenecientes a casi
todas las demds categorias funcionales meidticas. En conjunto esta evidencia podria sugerir
que estos genes que participan en el control del ciclo celular y organizacién de huso, pues
presentan una marcada regulacion transcripcional.

Posteriormente colectamos la informacién de los TF cuya expresién estaba correlacionada
con estos elementos en cis, segln la informacién disponible en la base de datos utilizada. De
estos, 13 TF distintos son preferencialmente expresados en meiocitos y presentan expresién
diferencial en los meiocitos de los genotipos Domesticado y Silvestre. Ademas, al contrastar
la informacién del gen meidtico cuyo elemento en cis regulatorio correlaciona con la
expresion de estos TF (Tabla 4), observamos diferentes relaciones entre los genes meidticos,
los elementos en cis y los TF. En un primer caso, un mismo TF puede estar relacionado con
elementos en cis diferentes, presentes en genes meidticos distintos (e.g. AT1G08320, tiene
relaciéon con elementos en cis presentes en ATK1 y ATK5, entre otros). Ademds, un mismo
elemento en cis puede estar presente en diferentes genes meidticos y estar relacionado con
el mismo TF (e.g. GGGTTTT, presente en SMC4 y CDKA;1, cuya expresion correlaciona con
AT3G52910). Asi como un mismo elemento en cis puede tener relaciéon con TFs distintos
(e.g. GCCCATA, relacionado con AT1G08320 y AT3G52910). En otras palabras, estos
resultados sugieren que un mismo TF podria regular la expresiéon de distintos genes
meidticos via elementos en cis regulatorios iguales o diferentes, y que un mismo elemento en
cis podria regular la expresién de genes meidticos via TF diferentes. Este resultado, refleja la
complejidad de la red de regulaciéon que puede operar en meiosis, y soporta la posibilidad
de una expresién coordinada por etapas, al sugerir que un mismo gen puede tener efectos
simultdneos (o coordinados) en distintos genes meidticos, tal como ha sido descrito para los
reguladores transcripcionales MMD/DUET y FST (Andreuzza et al., 2015; Li et al., 2015).

4.3.6 Andlisis de co-expresion de genes meidticos y factores de transcripcion
Con el propésito de entender mejor las diferencias transcripcionales observadas en girasol

decidimos observar, a partir de reportes de co-expresién en Arabidopsis, que genes se
encontraban co-expresados con genes meidticos y factores de transcripcion diferencialmente
expresados en el contraste D-S. Como era de esperarse, entre los genes que co-expresan con
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genes meidticos diferenciales se encuentran algunos genes meidticos. La categoria funcional
“Cell cycle control: spindle and cytokinesis” fue la mds representada cuando se buscaron
genes meioticos diferenciales que co-expresaban con genes meidticos que pertenecian a la
misma categoria funcional (Table S21). Por otro lado, al buscar genes meiéticos diferenciales
y meidticos co-expresados relacionados con categorias funcionales de recombinacién (Tabla
S22), se observé que la mayoria de estos genes pertenecian a las categorias “Recombination:
Anti-CO Activity” y “Recombination: Class | CO”. Incluso, en algunos casos se observé co-
expresiéon de genes pertenecientes a estas dos categorias, aunque parecen opuestas. Lo
anterior suguiere la existencia no sélo de coordinaciéon temporal de la expresién (i.e. genes
que participan en un mismo proceso, se co-expresan), sino también de genes de rutas de
generaciéon CO y NCO, lo cual parece indicar que a nivel transcripcional también hay
mecanismos que promueven el fendmeno de “homeostasis de CO”, el cual fue previamente
descrito como un mecanismo de control de la recombinacion (Phadnis et al., 2011).

Tabla 4. Elementos en cis predichos, presentes en genes meiéticos diferencialmente
expresados y TF diferenciales con los que ha sido correlacionada su expresion.

Locus Meidtico Gen Categoria funcional meidtica Locus TF Familia TF Elemento cis
AT3G54670 SMC1 SMC complex AT1G01060  MYB_related AAATATC
AT3G54670 SMC1 SMC complex AT1G08320 bzIP GCCCATA
AT4G05190 ATK5 Cell cycle control: spindle and cytokinesis ~ AT1G08320 bzIp TGGGCCT
AT4G21270 ATK1 Cell cycle control: spindle and cytokinesis ~ AT1G08320 bz1P GCCCATA
AT5G57450 XRCC3 Recombination: early DSB repair AT1G08320 bzIpP GCCCAAT
AT5G62410 SMC4 SMC complex AT1G08320 bz1P TAGGGTT
AT5G65460 CDKA;1 Cell cycle control: spindle and cytokinesis ~ AT1G08320 bzIP TAGGGTT
AT3G54670 SMC1 SMC complex AT1G27370 SBP AAAATAT
AT3G54670 SMC1 SMC complex AT1G28050 CO-like AAATATC
AT4G21270 ATK1 Cell cycle control: spindle and cytokinesis ~ AT2G26150 HSF TCCAGAA
AT5G65460 CDKA;1 Cell cycle control: spindle and cytokinesis ~ AT3G01330 E2F/DP TTAGGGT
AT3G54670 SMC1 SMC complex AT3G46640 G2-like AAATATC
AT3G54670 SMC1 SMC complex AT3G52910 GRF GCCCATA
AT4G05190 ATK5 Cell cycle control: spindle and cytokinesis ~ AT3G52910 GRF TGGGCCT
AT4G18120 AML3 Entry into meiosis AT3G52910 GRF AGGGTTT
AT4G21270 ATK1 Cell cycle control: spindle and cytokinesis ~ AT3G52910 GRF GCCCATA
AT5G57450 XRCC3 Recombination: early DSB repair AT3G52910 GRF GCCCAAT
AT5G62410 SMC4 SMC complex AT3G52910 GRF GGGTTTT
AT5G65460 CDKA;1 Cell cycle control: spindle and cytokinesis ~ AT3G52910 GRF GGGTTTT
AT4G21270 ATK1 Cell cycle control: spindle and cytokinesis ~ AT4G17230 GRAS TTGGGCC
AT5G57450 XRCC3 Recombination: early DSB repair AT4G17230 GRAS AGCCCAA
AT3G43210 TES Cell cycle control: spindle and cytokinesis ~ AT4G21440 MYB ACACGTG
AT4G21270 ATK1 Cell cycle control: spindle and cytokinesis ~ AT4G21440 MYB CACGTGG
AT4G18120 AML3 Entry into meiosis AT4G37750 AP2 AGGGTTT
AT5G62410 SMC4 SMC complex AT4G37750 AP2 GGGTTTT
AT5G65460 CDKA;1 Cell cycle control: spindle and cytokinesis ~ AT4G37750 AP2 GGGTTTT
AT3G43210 TES Cell cycle control: spindle and cytokinesis ~ AT5G12840 NF-YA ACACGTG
AT4G21270 ATK1 Cell cycle control: spindle and cytokinesis ~ AT5G12840 NF-YA CACGTGG
AT3G54670 SMC1 SMC complex AT5G48250 CO-like AAATATC

Finalmente, para tener una vision general de los genes que co-expresaban tanto con
meiocitos como con TF, estos fueron agrupados en términos GO. Tanto para los términos de
GO de BP (Tabla S24), como para los de MF (Tabla S23), se observaron varias similitudes
entre los genes co-expresados con genes meidticos (coMei) y los co-expresados con TF
(coTF). Dentro de los términos GO de BP comunes para los dos tipos de genes co-
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expresados se destacan los términos ‘gene silencing’, ‘chromosome segregation’, y
‘microgametogenesis’, los cuales fueron previamente encontrados sobrerrepresentados en los
meiocitos de girasol (Fl6rez-Zapata et al., 2014). Asimismo, se resalta la presencia del
término ‘circadian rhythm’, el cual fue mas frecuentemente encontrado en genes co-
expresados con TF, ya que la expresion de un gran nimero de genes relacionados con ciclos
circadianos fue encontrada afectada en el mutante del gen regulador FST (Li et al., 2015). La
correspondencia de términos GO de MF para genes coMei y coTF fue mucho mayor que la
observada para genes de la categoria BP (Figura S24). Términos GO de MF como ‘protein
binding” y ‘chromatin binding’, que fueron encontrados representados en los genes co-
expresados, también fueron previamente reportados como sobrerrepresentados en meiocitos
de girasol (Flérez-Zapata et al.,, 2014). Estos resultados, suguieren que los cambios
transcripcionales observados entre los meiocitos de girasol, en términos de genes meidticos y
factores de transcripcién, podrian a su vez inducir cambios (dado que estdn co-expresados)
en genes con funciones importantes para el meiocito, previamente descritas.

4.4 Conclusiones
Aunque el andlisis de las diferencias en los transcriptomas de meiocitos de girasol con

genotipo de recombinacién contrastante no permite explicar claramente el porque de estas
diferencias, aporta informacion invaluable para la comprensién general de la regulacién de
la expresién meidtica en plantas. En primer lugar, este analisis deja en evidencia que hay un
efecto particular de la heterocigosidad sobre la expresion de los genes meiéticos. Asimismo,
provee evidencia clara de que durante la meiosis en plantas existe una coordinacién
temporal de la expresién de genes, en la cual pueden intervenir TF y elementos en cis.
Finalmente, genera gran cantidad de informacién que, analizada en detalle, podria ser util
para describir nuevos genes con funcién en meiosis o en su regulacién.
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CAPITULO 5: Del analisis transcripcional hacia la identificacién de
nuevos genes importantes en la meiosis de plantas.

5.1 Introduccion

Entre otros factores, el nimero limitado de genes que hasta el momento han sido descritos
con funcién meidtica en plantas, ha dificultado la comprension de este importante proceso
(Zhou and Pawlowski, 2014b). Una aproximacién para llevar a cabo la identificaciéon de
nuevos genes importantes para la meiosis es la seleccién de genes candidatos basados en su
perfil de expresién diferencial en érganos sexuales (Hamant et al., 2006a; Mercier and
Grelon, 2008). Por ejemplo, el gen regulador FST en Arabidopsis, fue identificado gracias a
que este se encontraba preferencialmente expresado en meiocitos, en los cuales ademds se
encontré una alta actividad de su promotor (Li et al., 2015). Por tanto, nuestro transcriptoma
podria ser muy Gtil para la basqueda de nuevos genes candidatos, puesto que ademds de la
expresion preferencial en meiocitos, tenemos el criterio de expresién diferencial entre los
genotipos de girasol con un fenotipo de frecuencia de quiasmas contrastante.

Una de las formas para poder llevar a cabo la descripcién de la funcién de un gen candidato
es realizando la descripcion de los efectos que trae consigo su mutacién. Lo anterior no es
una opcion directa para girasol, puesto que aunque existe una coleccién de mutantes
puntuales obtenida por el tratamiento con EMS, esta se encuentra muy poco caracterizada
(Sabetta et al., 2011). Sin embargo, podriamos llevar a cabo la caracterizacion funcional de
los ort6logos de girasol en A. thaliana, puesto que como ya se menciono anteriormente una
estrategia que ha sido exitosa para la identificacion de nuevos genes meidticos es la
busqueda de homdlogos en organismos modelo (Mercier et al., 2001), dado que muchos de
estos genes se encuentran ampliamente conservados.

Por tanto, el objetivo del presente capitulo es presentar el andlisis funcional de algunos
genes candidatos de girasol, a través de la descripcién de su fenotipo mutante en A. thaliana.
Para esta Ultima existen gran cantidad de colecciones de mutantes, ademds de informacién
genémica y de expresion, lo cual sumado a su tamafo reducido, ciclo corto de vida y
descendencia numerosa, la convierten en un buen organismo modelo (Meinke et al., 1998).
Los resultados presentados en este capitulo, son el producto de la estancia de investigacion
realizada en el laboratorio de Citogenética A, del departamento de Genética de la
Universidad Complutense de Madrid, bajo la coordinacién de los doctores Juan Luis Santos
y Ménica Pradillo.
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5.2 Materiales y Métodos

5.2.1 Seleccion de candidatos y adquisicion de mutantes de insercion de T-DNA.

En total se seleccionaron 19 genes candidatos ortélogos de girasol para caracterizar en A.
thaliana. Algunos de los criterios que se tuvieron en cuenta para su selecciéon fueron: i).
Expresion diferencial, con cambios superiores al doble entre genotipos de girasol. ii).
Expresion preferencial en meiocitos. iii). Anotacién con términos GO relacionados con
regulaciéon de la transcripcién, metabolismo de DNA, interacciones con proteinas y/o DNA.
iv) Evidencia de co-expresién con otros genes que cumplen funcién en meiosis. Una vez
seleccionados los genes, se solicitaron 3 lineas diferentes de insercién distintas para cada
gen al Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC).

5.2.1 Crecimiento de las plantas
Las semillas fueron sembradas bandejas de crecimiento para 51 plantas, que contenian una

mezcla estéril (3:1) de suelo abonado y vermiculita. Posteriormente, fueron colocadas en
una camara de crecimiento de condiciones controladas de luz (16 horas luz y 8 horas
oscuridad), temperatura (18°C) y humedad (60% de humedad relativa). Las plantas fueron
mantenidas bajo estas condiciones, a lo largo del desarrollo, sin realizar fertilizacién
adicional, y realizando riegos periddicos segin las necesidades.

5.2.2. Caracterizaciéon molecular de lineas mutantes.

Se verificé la presencia de inserciones de T-DNA en los genes de interés mediante PCR. Para
ello se amplific6 el DNA extraido de hoja, con primers especificos (Tabla S25) disefados
para cada linea con el programa “T-DNA primer desing tool” del Instituto Salk
(http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html). Las reacciones de PCR fueron realizadas
utilizando la mezcla de reaccién BioMix™ Red (Bioline , London, UK), y 0.2 ul de cebador
a una concentraciéon de 100 umol, y 0.6 uL de DNA extraido, para un volumen final de
reaccion de 10 ulL. El programa de amplificaciéon utilizado, consistié en un paso inicial de
denaturacién a 94°C por 10 minutos, seguida de 35 ciclos de: T min 94°C, 1 min 55°C y 2
min a 72°C, seguidos de una extension final de 10 min a 72°C. Los productos de PCR fueron
visualizados en geles de agarosa al 1% (p/v), tefiidos con SYBR Safe (Molecular Probes,
Eugene, OR, USA).

5.2.3. Analisis citolégico.
Se realizaron dos metodologias distintas, para el andlisis citolégico: la técnica de aplastado
“squash” y la técnica de esparcido “spreading”.

5.2.3.1 Técnica de aplastado “squash”.

Para esta técnica, se colectaron botones de gran tamafo (con polen maduro), se retiraron los
sépalos y se coloc6 el botén sobre un portaobjetos, al cual se le afadié una gota de
colorante carmin-acético. La preparacién fue calentada por 5 segundos en la llama de un
mechero. Posteriormente se colocd un cubreobjetos, e interponiendo un papel de filtro, se

84



realiz6 el aplastado del botén con el dedo pulgar. En seguida, esta preparacién fue
observada en el microscopio de contraste de fases, donde se verific6 la homogenidad en
forma y tamafo de los granulos de pélen.

5.2.3.1 Técnica de esparcido “spreading”.

Para poder realizar esta técnica los botones florales fueron fijados en solucién Carnoy (etanol
absoluto, cloroformo y acido acético en proporciones 6:3:1). Transcurridas 24 horas a
temperatura ambiente, se retir6 y agregé nuevamente fijador, y los botones florales se
almacenaron a -20°C. Posteriormente, los botones fijados fueron lavados tres veces con una
solucion de etanol absoluto: dcido acético (3:1), y tres veces con tampén citrato (10mM;
pH4.5). Los botones limpios, fueron sometidos a digestién enzimatica (celulasa, pectinasa y
citohelicasa, cada una al 3% peso/volumen), por 2 horas a 37°C. La reaccién enzimatica fue
detenida agregando tampén citrato frio. Cada botén fue macerado sobre un portaobjetos, al
que luego se agregaron 10 ul de acido acético frio al 60%. Esta preparacion fue calentada
por 1 minuto durante 45°C, luego de los cuales se agregaron otros 10 ulL de acido acético
frio y se realizaron lavados con la soluciéon etanol-acético (3:1). Las preparaciones se dejaron
secar y fueron teflidas con 8 ulL de DAPI (10 ul/mL) disuelto en Vectashield (Vector
Laboratories, Burlingame, CA). Las preparaciones tefidas fueron observadas en el
microscopio de fluorescencia, donde se analizaron cada una de las fases de la meiosis.

5.3 Resultados y Discusion

5.3.1 Crecimiento y genotipado de lineas mutantes
De los 19 genes candidatos, a excepcion de REV7 y AHL5 (Tabla 5), se solicitaron 3 lineas

insercionales al NASC. Posteriormente, las plantas fueron crecidas bajo condiciones
controladas, para su posterior genotipado. Para el gen T7B11.5 no fue posible obtener
plantas de ninguna de las 3 lineas, puesto que las semillas enviadas no germinaron después
de dos intentos de siembra, por lo cual decidimos retirarlo del estudio. El genotipado fue
realizado por PCR, utilizando 3 primers en la reaccién (Figura 24B), de los cuales, LP y RP,
son especificos del gen que se quiere analizar, mientras que el primer Lb es especifico del T-
DNA que se tiene en la insercion y es diferente segln la naturaleza de cada una de las lineas
(i.e Salk, Sail, Gabi o Wisc).



Tabla 5.

Lista de genes candidatos y las lineas mutantes

correspondientes, solicitadas al

NASC.
Locus Gen Linea 1 Linea 2 Linea 3

AT1G16590 REV7 SALK_014571 (Intrén). N682024. SAIL_556_A02 (3°UTR). N823521.
AT1G75430 BLH11 SALK_067443 (Intr6n). N672601 SALK_067982 (Intrén). N567982 GABI_183F05 (Exdn). N320041
AT2G32350 SALK_144037 (Ex6n). N644037 SALK_032843 (3"'UTR). N672534 SALK_104448 (promotor). N681556
AT1G37140 MCT1 SALK_014311 (3"UTR). N514311 WiscDsLoxHs032_08A (Exén). N903033 SALK_075516 (5°UTR). N654722
AT1G10610 BHLH90 SALK_000633 (Ex6n). N500633 SALK_022615 (Intrén). N674076 SALK_052405 (Intrén). N685937
AT1G72570 AlL1 SALK_003704 (Ex6n). N685062 SAIL_69_ET0 (Intrén). N860230 SAIL_109_A03 (Intrén). N860362
AT4G12240 T4C9.80 SALK_208312 (promotor). N698486 SAIL_41_H09 (promotor). N862425 SAIL_31_HO09 (promotor). N801537
AT1G17040 SHA GABI_367A12 (Ex6n). N321445 GABI_511A08 (Ex6n). N322116 GABI_379C07 (Ex6n). N321309
AT5G01310 APTX SALK_024760 (Exdn). N657900 SALK_081627 (Exdn). N681374 SALK_125225 (Exdn). N625225
AT4G01790 T7B11.5 GABI_440B08 (Ex6n). N305357 SALK_070883 (5°UTR). N672674 SALK_095758 (5°UTR). N680022
AT3G50690 SALK_033316 (Exén). N533316 SALK_133139 (3"UTR). N664040 Hay una GK 5°UTR
AT1G13790 FDM4 SALK_205923 (Ex6n). N695284 SALK_206362 (Ex6n). N695930 WiscDsLox426D07 (Intrén). N855334
AT2G37880 SALK_204855 (3"UTR). N693772 GABI_931B01 (Exdn). N769468 Hay SALK de promotor y FLAG 3°UTR
AT1G05950 SAIL_69_E08 (Intrén). N860229 SAIL_409_DO03 (Exdn). N861854 SAIL_360_A05 (Exén). N816727
AT2G47680 SALK_127155 (Intrén). N669007 GABI_015F05 (Ex6n). N798004 SAIL_877_HO1 (Intrén). N877618
AT4G08310 GABI_413F08 (Ex6n). N787590 SALK_146231 (5°UTR). N658456 WiscDsLox367H4_041 (3°UTR). N853113
AT4G11130 RDR2 SALK_207201 (Exdn). N697132 SALK_206644 (Exdn). N696374 SALK_203854 (Ex6n). N692343
AT1G63470 AHL5 SALK_123590 (Ex6n). N668976 GABI_106G12 (Ex6n). N739952
AT3G04620 F7018.10 SAIL_676_G06 (Ex6n). N829632 SAIL_649_E11 (Intrén). N828069 SAIL_548_HO7 (Intrén). N823256

Asi, para cada una de las plantas crecidas por linea (alrededor de 17 en la mayoria de los
casos en los que la germinacién fue del 100%), se realiz6 una PCR con los tres primers
juntos en la reaccién (LP y RP especificos para la region del gen cercana a la insercion vy el
Lb acorde al tipo de T-DNA) (Figura 24A). Se observé el patréon de bandas, y se realiz6 una
confirmacién de 1 a 3 muestras por cada patrén, con los primers por separado (LP-RP para la
primera reaccién, y Lb-RP para la segunda). En caso de la presencia de T-DNA insertado en
la regién de interés no se observé producto en la reaccién LP-RP (la presencia del T-DNA
genera que entre los dos primers haya una distancia superior a la que puede ser amplificada
en la PCR), pero si para la reacciéon Lb-RP. En caso de plantas heterocigotas, se observé
producto de amplificacién tanto en la reacciéon LP-RP, como en la Lb-RP. En el ejemplo
presentado en la Figura 24A se evidencia como las plantas 1, 3, 4, 8 y 9 tienen el mismo
patrén de bandas que una planta silvestre (wild-type —Wt-), mientras que las plantas 2, 5, 6,
11y 15 presentan una Unica banda (de tamafo diferente a la del Wt), lo que sugiere que se
trata de plantas homocigotas para el alelo mutante. Por otro lado, aquellas que poseen dos
bandas podrian ser plantas heretocigotas para la insersién, que tendrian un alelo Wt y uno
mutante. Al realizar la amplificacién con primers por separado para las plantas 2, 5, 6, 7y 3
(Figura 24B), se confirm6 que el patron de las plantas 2, 5y 6 corresponde con el de plantas
homocigotas mutantes, el de la planta 7 con el de una planta heterocigota para la mutacién

86



y el de la planta 3 con el de una planta Wt. Como resultado del genotipado, fue necesario
excluir los genes MCT1, APTX, AT1G05950 y AHL5, para los cuales no se encontraron
plantas homocigotas y/o no pudo llevarse a cabo la amplificacién.

A.
PSS ERP/R5 s A S5 S G748 6 B0 M0 11 PR 16 B 4 SR SURVA/E )
T e T Eme T T e ———-
B. Lbh ¢ MP 2a 5a 6a 7a 3a () 2b 5b 6b 7b 3b ()
T-DNA
LP RP - T eea——-
G

Amplificacién en: -
LP — RP: Alelo Wt
Lb - RP: Alelo mutante

Figura 24. Genotipado de lineas de inserciéon de T-DNA. (A) Resultado de la reaccién de
amplificacién con los 3 primers juntos (LP, RP y Lb). (B) Representacién de la localizacion e
interpretacion de amplificacién de los primers. (C) Resultado de amplificacién de la reaccién
con primers por separados (se representa la misma muestra amplificada con los primers LP-
RP (a), y Lb-RP (b)).

5.3.2 Caracterizacion citolégica de mutantes por la técnica de “squash”.
La obtencion de plantas homocigotas es necesaria para llevar a cabo las etapas posteriores

de caracterizacién fenotipica de los mutantes, puesto que en plantas heterocigotas la funcién
del alelo mutante puede ser suplida por el alelo silvestre. Por ejemplo, al caracterizar plantas
heterocigotas mutantes para el gen MND1, en ninguna de estas se observé efecto fenotipico,
lo cual si se logré en plantas homocigotas (Panoli et al., 2006). Asi, para asegurarnos de
observar un efecto fenotipico en el caso de que los genes candidatos estuvieran relacionados
con meiosis en Arabidopsis colectamos botones florales de 3 plantas para cada linea y
realizamos la caracterizacién citolégica por la técnica de squash. Esta es facil de realizar y
permite evidenciar defectos en los granulos de polen, los cuales pueden sugerir la presencia
de defectos en la meiosis que llevan a la segregacién desbalanceada. La Figura 25, presenta
un ejemplo de cémo se observan por esta técnica el polen normal de una planta silvestre
(Col-0), y el polen de una planta mutante del gen Zip4, fundamental para la meiosis en A.
thaliana, en el que su mutacién genera, entre otros efectos, células hijas con un nimero
cromosomico aberrante (Chelysheva et al., 2007).
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Figura 25. Ejemplo de un resultado de la caracterizacién por “squash”. (A) Granulos de
polen normales de una planta Wt (Col-0). (B) Granulos de polen de un mutante para Zip4,
una proteina esencial para la meiosis. Las flechas blancas, sefialan granulos de tamafo
anormalmente reducido.

Ninguna de las lineas mutantes evaluadas mostré defectos en el tamafo o forma del polen,
lo cual podria sugerir que la mutacion de los genes candidatos no lleva consigo un efecto
fenotipico en meiosis, y por tanto que estos no son importantes para la misma. Sin embargo,
para algunos genes importantes para la meiosis, e.g. MUS81, su mutacién no conlleva a
efectos fenotipicos en meiosis, hasta que no se realizan dobles mutantes con otros genes
meidticos (MSH4 en el caso de MUS81) (Higgins et al., 2008). Una segunda posibilidad es
que el efecto fenotipico de los genes no sea tan drastico, de forma que los defectos en
alguna etapa de la meiosis puedan ser remontados y la segregacién sea balanceada, llevando
a que no se observen diferencias en los granulos de polen.

5.3.2 Caracterizacion citolégica de mutantes por la técnica de “spreading”.
Dado que el primer analisis de las lineas mutantes por la técnica de squash no arroj6

resultados que sugieren una alteracion en meiosis, decidimos realizar una descripciéon mas
detallada a través de la técnica de “spreading”. Esta técnica permite hacer un seguimiento
detallado de todas las fases de la meiosis, en preparaciones tefiidas con DAPI. Sin embargo,
es laboriosa y la probabilidad de encontrar todas las fases es limitada (considerando que la
duracién de cada fase es distinta), lo cual requiere la realizacién de al menos 20
preparaciones de botones florales por linea y su posterior rastreo en el microscopio de
fluorescencia. Debido a lo anterior, se decidi6 analizar por esta técnica, una sola linea
(seleccionada al azar), por gen candidato. En la Figura 26, se presentan fotografias de 3
etapas de la meiosis (Profase I, Metafase | y Tétrada), para 5 de los genes caracterizados, las
demas, son presentadas en el material sumplementario (Figura S11).
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Profase | Metafase | Tétrada

rev/

blh11

ail

fdm4

Figura 26. Resultados de la técnica de esparcido “spreading”, para lineas mutantes de
algunos de los genes candidatos estudiados.

Al monitorear la Profase | se pueden observar problemas en la sinapsis, fragmentacién o
condensacién de la cromatina, mientras que en Metafase | es posible estimar el nimero de
quiasmas (normalmente en Arabidopsis se observan 5 bivalentes “cerrados”, con dos
quiasmas, para dar una media de 10 quiasmas por célula); ademds, en esta etapa se pueden
distinguir fragmentos y asociaciones multivalentes (asociacién entre cromosomas no
homoélogos). Finalmente, en la etapa de Tétrada, se verifica que el resultado de la meiosis
haya sido equilibrado, con la formacién de 4 células hijas iguales. Al analizar las lineas
mutantes de los genes candidatos en ninguna de las lineas analizadas se observaron
anormalidades meidticas. Lo anterior era esperado, dado que tampoco se observaron
diferencias en el polen (técnica de squash) o en el tamafio de las siliquas.

La meiosis, es un proceso fundamental para los organismos que se reproducen sexualmente,
puesto que gracias a esta se lleva a cabo la generacion de gametos que daran origen a su
descendencia. Por tanto, es de esperarse que este proceso se encuentre altamente controlado
y sujeto a procesos evolutivos que le permiten adaptarse gradualmente a las perturbaciones
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(Bomblies et al., 2015). Por tanto, es posible que existan mecanismos redundantes, que
compensen las alteraciones que puedan ocurrir (e.g. la mutacién de un gen), y garanticen la
correcta formacién de los gametos. No obstante, los mutantes simples de algunos de los
genes importantes para la meiosis no presentan un fenotipo meiético alterado, tales como
MUS81 (Higgins et al., 2008), FANCM (Crismani et al., 2012) y SUN1/SUN2 (Varas et al.,
2015). Asi pues, no se puede descartar totalmente que los genes candidatos estudiados
desempenen una funcién en meiosis.

Una alternativa a la ausencia de fenotipo de los genes candidatos en meiosis es que estos
pertenezcan a una familia de pardlogos que desempefien funciones redundantes. Este
fenémeno ha sido previamente descrito para algunos genes que participan en meiosis como
RAD51 (Wang et al., 2014), miembros del complejo APC/C (Stein et al., 2010) y proteinas de
la envoltura nuclear como SUNT y SUN2 (Varas et al., 2015). Por tanto, decidimos buscar si
alguno de estos genes candidatos tenian paralogos, con funciones relacionadas con meiosis,
que pudieran tener redundancia funcional y amortiguar el efecto fenotipico de la mutacion.
Para esto, utilizamos la herramienta pATsi (Ambrosino et al., 2015), la cual permiti6
identificar que para todos, a excepcién de REV7, hay pardlogos reportados (Tabla 6).
Ademas, algunos de los pardlogos parecen cumplir funciones similares a las reportadas para
el gen candidato, y estar relacionados con el desarrollo del évulo o del polen, o ser
controlados por factores de transcripcion altamente expresados en meiocitos (e.g.
AGAMOUS). Por otro lado también es posible, que como se describi6é anteriormente para los
reguladores transcripcionales de genes meidticos en levadura (Winter, 2012), los ort6logos
de girasol en Arabidopsis tengan homologia de secuencia, pero diversidad de funcién, por lo
cual no se observé fenotipo en meiosis de las lineas mutantes.

Tabla 6. Nimero y funcidon relacionada de genes paralogos de los candidatos estudiados.

Locus Gen l\:,l'xm’ero de Funcién de algunos pardlogos
aralogos

AT1G16590 REV7 Singleton
AT1G75430  BLHI11 16 Organizacién d:IGrr)\er\:éeLrgo, activados por
AT2G32350 Unassigned
AT1G10610 BHLH90 16 ABORTED MICROSPORES (AMS)
AT1G72570 AlL1 47 Desarrollo del 6vulo
AT4G12240 T4C9.80 1
AT1G17040 SHA 1
AT3G50690 Unassigned
AT1G13790 FDM4 9
AT2G37880 11
AT2G47680 21 DNA/RNA helicasas
AT4G08310 1
AT4G11130  RDR2 4 Otras proteinas RDR
AT3G04620 F7018.10 2 Proteinas de unién a DNA

90



5.4 Conclusiones

El andlisis transcriptémico de meiocitos de girasol con diferencias en la tasa de
recombinacién es una fuente de informacién valiosa para la descripciéon de nuevos genes
importantes para la recombinacién y meiosis. Sin embargo, existe gran dificultad de llevar a
cabo la caracterizacion funcional de estos en girasol. Por tanto, se realizé una
caracterizaciéon de un subconjunto de estos candidatos interesantes en Arabidopsis, cuyos
resultados preliminares sugieren que estos no estdn relacionados con meiosis. Sin embargo,
se necesitan estudios posteriores (e.g. generacién de dobles mutantes), para esclarecer si es
completamente cierto que estos no tienen una asociacién importante con meiosis. Ademas,
el avance en metodologias de caracterizacién funcional (por ejemplo, mutagénesis dirigida)
en plantas no modelo como girasol, permitiria realizar la caracterizaciéon directamente en
esta planta, describir la funcién de candidatos y contrastarla con las observaciones
realizadas en Arabidopsis.
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CONCLUSIONES FINALES Y PERSPECTIVAS

El desarrollo del presente trabajo ha permitido realizar contribuciones importantes al
entendimiento de la regulacién transcripcional en plantas. La primera descripcién de rasgos
caracteristicos de la transcripcién en meiocitos, revel6 que uno de estos es la expresién de
un nimero alto de genes, muchos de ellos no anotados o de funcién desconocida. Lo
anterior fue posteriormente destacado en el analisis de expresion diferencial entre los
genotipos domesticado vy silvestre, donde luego de analisis adicionales se esclarecié que
dichos genes eran en su mayoria IncRNAs. Los IncRNAs especificos de meiosis que se
identificaron parecen tener mayor relacién con sRNAs de 24-nt y elementos transponibles,
por lo que proponemos que una de sus funciones principales es participar en el
remodelamiento de la cromatina. Sin embargo, dada la versatilidad funcional de este tipo de
RNAs no codificantes, es posible que estos desempefien funciones adicionales que pueden
ser investigadas a futuro.

Por otro lado, se logré la identificacién de factores de transcripcién con expresion
preferencial conservada en meiocitos de Arabidopsis, maiz y girasol. Algunos de estos,
ademds mostraron expresion diferencial entre los genotipos de girasol domesticado y
silvestre, reforzando su papel en meiosis. Lo anterior, abre la posibilidad a investigaciones
futuras, donde se establezca el papel de estos elementos regulatorios en la meiosis.
Asimismo, se identificaron elementos cis regulatorios en genes meiéticos de Arabidopsis, que
correlacionan con la expresiéon de factores de transcripcion encontrados con expresién
preferencial en meiocitos. De manera interesante, se destaco la presencia de elementos cis
comunes en distintos genes meidticos, sugiriendo que un mismo factor de transcripcién
podria controlar la expresién de varios genes meidticos. Esta observacion, puede indicar que
de cierta forma la expresion en plantas se encuentra coordinada, como se ha descrito en
otros organismos modelo, como levadura.

La descripcién de los patrones de expresion de los genes con funcién conocida en meiosis,
revel6 que la heterocigosidad parece tener un efecto sobre su expresion, lo cual es
interesante, dado que previamente se describi6 que esta condicion favorece la
recombinacién. Ademas, este agrupamiento en patrones de expresién, en conjunto con el
conocimiento previo en Arabidopsis, permitié proponer relaciones de “co-expresion” de
genes meidticos en girasol las cuales paracen ser similares a los de esta planta modelo, y
aportan evidencia a la propuesta de que en plantas existe una regulacion transcripcional
coordinada por etapas. Por otro lado, aunque el andlisis de expresién diferencial no arrojo
diferencias que puedan ser claramente asociadas al fenotipo de recombinacién observado en
cada genotipo, nos permité plantearnos algunas hipétesis, tales como la participacién de una
ruta adicional de formacion de entrecruzamientos o el efecto de la interferencia, las cuales
pueden ser abordadas en estudios posteriores.
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Finalmente, la caracterizacion funcional de genes candidatos interesantes diferencialmente
expresados en los meiocitos de girasol, no arrojé resultados concluyentes de su funcién en
meiosis. Sin embargo, alin se pueden realizar otro tipo de analisis, e.g. generacién de dobles
mutantes o realizacién de pruebas de reparacién de DNA, para poder discernir si cumplen o
no funciones meidticas. Ademds, nuevos genes candidatos pueden ser analizados y a
medida que avancen técnicas de caracterizacién funcional en plantas no modelo (e.g.
mutagénesis dirigida con el sistema CRISPR-Cas9), es posible realizar la caracterizacion
funcional de estos directamente en girasol.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla S1. Nimero de lecturas obtenidas (total), limpias y que mapearon a un solo solo
transcrito. El porcentaje de secuencias limpias estd calculado respecto al total de
sucuencias, mientras que el de mapeo esta calculado con el de secuencias limpias.

Genoteca

Total

Secuencias Limpias Mapeo tnico

Somatico

Meiocitos R1

Meiocitos R2

Total

173,458,302
175,789,421

142,454,268
491,701,991

133,126,131 (76.75%)
139,227,278 (79.20%)

115,413,813 (81.02%)
387,767,222 (78.86%)

100,607,075 (75.57%)
98,778,565 (70.95%)

79,611,917 (68.98%)
278,997,557 (71.94%)

Figura S1. Conservacion de familia de ort6logos de genes meidticos no detectados
en girasol. Los nimeros representan los miembros de cada familia por especie.

Green Plants
Land Plants [
Vascular Plants |
Angiosperms ]
Eudicots |
Fabids
N2 - Fixing Clade Malvids ] Monocots Chlorophyta
Papilionoid; ical BEP Clade [PACCMADClade| llal
Galegoids | Rosaceae k Oryza O [Ch
Locus Gen Gma Mdo | Fve | Mes Rco | Ptr | Ath | Aly Cpa Tca | Wi | Osa Osain Bdi Shi Zma
AT1G14750
C

30[ ATSRP3
ATWC75‘%O ASK1
AT1G77390] CYCA1
AT2G14540| ATSRP2
AT2G27170|  SMC3
AT2G42890|  AML2
AT3G19590| BUB3.1
AT3G29350]  AHP2
AT3G47460| ATSMC2
AT3G57860]  OSD1
AT4G00020| BRCA2A 1 1
AT4G05190[  ATKS5 2 2 2 2
AT4G27170|  SESA4
AT5G05490[  SYN1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
AT5G07660[ SMC (VA 1 1 1 1 3 2 2 3 1
AT5G15920 1 1 1 1 1 1 1 1 1
AT5G40840 1 1 1 1 1 1 1 1 1
AT5G51330; 3 1 1 1 2 1 1 1 1
AT5G54260] A 2 1 1 1 1 1 1 1 1

Lja: Lotus j; |ap0mcus Mtr: Medicago truncatula, Gma: Glycine max, Mdo: Malus domestica, Fve: Fragaria vesca,
Ath: Arabidopsis thaliana, Aly: Arab\dopsls lyrata, (|)a Carica papaya, Tca: Theobroma cacao, Vvi: Vitis vinifera, Osa: Oryza sativa ssp. japonica, Osain: Oryza sativa ssp. indica, Bdi: Brachypodium distachyon,
Sbi: Sorghum bicolor, Zma: Zea mays, Smo: Sel

: Manihot esculenta, Rco: R\cmus communis, Ptr Populus trichocarpa,

, Ppa: Physcomitrella patens, Olu: Ostreococcus lucimarinus, Ota: Ostreococcus tauri, M. sp.: Micromonas sp. RCC299, Vca: Volvox carteri, Cre: Chlamydomonas reinhardtii.
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Tabla S2. Términos GO de la categoria CC con mayor expresion en meiocitos.

GOid Término GO Fold Change
GO:0000796 condensin complex 32.70
GO:0000808 origin recognition complex 29.18
GO:0000776 kinetochore 25.38
GO:0042555 MCM complex 23.06
GO0:0048196 middle lamella-containing extracellular matrix 16.10
GO:0032300 mismatch repair complex 12.41
GO:0044459 plasma membrane part 12.20
GO:0005971 ribonucleoside-diphosphate reductase complex 10.54
GO:0000811 GINS complex 7.37
GO:0000786 nucleosome 6.17
GO:0005663 DNA replication factor C complex 5.68
G0O:0009331 glycerol-3-phosphate dehydrogenase complex 4.13
GO:0005640 nuclear outer membrane 3.93
G0:0033597 mitotic checkpoint complex 3.66
GO:0005678 chromatin assembly complex 3.58
GO:0033588 Elongator holoenzyme complex 3.57
GO:0048500 signal recognition particle 3.56
GO:0030880 RNA polymerase complex 3.52
GO:0010317 pyrophosphate-dependent phosphofructokinase complex, alpha-subunit complex 3.41
GO:0005731 nucleolus organizer region 3.00
G0:0005732 small nucleolar ribonucleoprotein complex 2.67
GO:0005658 alpha DNA polymerase:primase complex 2.67
GO:0008180 signalosome 2.60
GO:0005787 signal peptidase complex 2.55
G0:0005844 polysome 2.54
GO:0005838 proteasome regulatory particle 2.52
GO:0015934 large ribosomal subunit 2.51
G0O:0005742 mitochondrial outer membrane translocase complex 2.44
GO:0005839 proteasome core complex 2.40
GO:0016272 prefoldin complex 2.33
GO:0019866 organelle inner membrane 2.30
GO:0035145 exon-exon junction complex 2.25
GO:0005875 microtubule associated complex 2.23
GO:0005758 mitochondrial intermembrane space 2.19
GO:0016591 DNA-directed RNA polymerase Il, holoenzyme 2.18
GO:0009330 DNA topoisomerase complex (ATP-hydrolyzing) 2.16
GO:0005840 ribosome 2.15
GO:0000276 mitochondrial proton-transporting ATP synthase complex, coupling factor F(o) 2.07
GO:0005852 eukaryotic translation initiation factor 3 complex 2.05
GO:0005667 transcription factor complex 2.00
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Tabla S3. Términos GO de la categoria CC con mayor expresion en transcriptoma

somatico.
Fold
Goid Término GO Change
GO:0070825 micropyle 187.39
G0:0009782 photosystem | antenna complex 55.52
GO:0031012 extracellular matrix 54.90
GO:0012506 vesicle membrane 47.64
GO:0043674 columella 27.78
GO:0009512 cytochrome b6f complex 19.69
GO:0016328 lateral plasma membrane 16.93
G0O:0009523 photosystem Il 15.54
GO:0031226 intrinsic to plasma membrane 15.25
GO0:0009522 photosystem | 14.46
GO:0009538 photosystem | reaction center 13.65
GO:0009654 oxygen evolving complex 13.64
GO:0005955 calcineurin complex 11.82
GO:0030076 light-harvesting complex 10.88
GO:0030118 clathrin coat 10.62
GO:0010598 NAD(P)H dehydrogenase complex (plastoquinone) 10.31
GO:0009544 chloroplast ATP synthase complex 9.77
G0:0009344 nitrite reductase complex [NAD(P)H] 9.40
GO:0009930 longitudinal side of cell surface 8.44
G0:0009783 photosystem Il antenna complex 6.88
GO:0009517 PSll associated light-harvesting complex Il 6.37
G0O:0005945 6-phosphofructokinase complex 5.59
GO:0005754 mitochondrial proton-transporting ATP synthase, catalytic core 5.47
G0O:0042170 plastid membrane 5.24
GO0:0045259 proton-transporting ATP synthase complex 4.80
GO:0019898 extrinsic to membrane 4.17
GO:0031519 PcG protein complex 4.00
GO:0009579 thylakoid 3.79
GO:0009925 basal plasma membrane 3.77
GO:0045177 apical part of cell 3.18
GO:0009539 photosystem Il reaction center 3.08
G0O:0009986 cell surface 3.02
G0O:0031224 intrinsic to membrane 3.01
GO:0009329 acetate CoA-transferase complex 3.01
GO:0031897 Tic complex 2.97
GO:0009898 internal side of plasma membrane 2.85
GO:0042175 nuclear outer membrane-endoplasmic reticulum membrane network 2.85
GO:0005615 extracellular space 2.83
GO0:0031227 intrinsic to endoplasmic reticulum membrane 2.69
GO:0005835 fatty acid synthase complex 2.68
GO:0005618 cell wall 2.61
GO:0071944 cell periphery 2.37
GO:0010007 magnesium chelatase complex 2.33
GO:0043233 organelle lumen 2.33
GO:0090406 pollen tube 2.23
GO:0005960 glycine cleavage complex 2.22
GO:0090404 pollen tube tip 2.12
GO:0005625 soluble fraction 2.08
GO:0000813 ESCRT | complex 2.07
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Tabla S4. Términos GO de la categoria BP con mayor expresion en meiocitos.

GOid Término GO Fold Change
GO:0048658 tapetal layer development 133.97
GO:0010865  stipule development 108.00
GO:0045132  meiotic chromosome segregation 67.93
GO:0010069  zygote asymmetric cytokinesis in embryo sac 49.26
GO:0007108  cytokinesis, initiation of separation 35.38
GO:0051026  chiasma assembly 27.93
GO:0009856  pollination 26.72
GO:0030155  regulation of cell adhesion 24.58
GO:0051304 chromosome separation 17.09
GO:0045143  homologous chromosome segregation 15.75
GO:0007050  cell cycle arrest 15.07
GO:0048479  style development 14.08
GO:0000086  G2/M transition of mitotic cell cycle 14.05
GO:0048316  seed development 13.59
GO:0010529 negative regulation of transposition 13.55
GO:0010376  stomatal complex formation 11.46
GO:0010234 tapetal cell fate specification 11.18
GO:0051171  regulation of nitrogen compound metabolic process 9.85
GO:0019079  viral genome replication 9.62
GO:0007131  reciprocal meiotic recombination 7.50
GO:0010440 stomatal lineage progression 7.20
GO:0009755 hormone-mediated signaling pathway 6.97
GO:0010941  regulation of cell death 6.85
GO:0006311  meiotic gene conversion 6.27
GO:0010254  nectary development 6.08
GO:0009413  response to flooding 5.99
GO:0042138 meiotic DNA double-strand break formation 4.54
GO:0042754 negative regulation of circadian rhythm 4.21
GO:0002679  respiratory burst involved in defense response 4.08
GO:0022619  generative cell differentiation 4.06
GO:2000036  regulation of stem cell maintenance 4.06
GO:0010344  seed oilbody biogenesis 3.96
GO:0042127  regulation of cell proliferation 3.89
GO:0006072  glycerol-3-phosphate metabolic process 3.84
GO:0000819  sister chromatid segregation 3.78
GO:0010229 inflorescence development 3.64
GO:0048653  anther development 3.48
GO:0055047  generative cell mitosis 3.31
GO:0048281 inflorescence morphogenesis 3.29
GO:0009850  auxin metabolic process 3.26
GO:0044249  cellular biosynthetic process 3.26
GO:0010450 inflorescence meristem growth 3.24
GO:0009314  response to radiation 3.20
GO:0000706  meiotic DNA double-strand break processing 3.16
GO:0000082  G1/S transition of mitotic cell cycle 3.09
G0O:0048638 regulation of developmental growth 3.01



G0O:0080157
G0O:0010358
G0O:0000710
G0O:0032204
G0O:0000910
GO0O:0048513
G0O:0016197
G0O:0000917
GO:2000026
G0O:0007530
G0O:0045787
G0O:0009799
G0O:0006342
G0O:0008356
G0O:0006446
GO0O:0010220
G0O:0010081
G0O:0010022
G0:0035266
G0O:0019048
GO:0051726
G0O:0010015
G0:0048827
G0:0048577
G0:0050792
GO0O:0048235
G0O:0060548
G0O:0009652
G0:0048528
G0O:0006793
GO:0006897
GO:0031047

regulation of plant-type cell wall organization or biogenesis
leaf shaping

meiotic mismatch repair

regulation of telomere maintenance
cytokinesis

organ development

endosome transport

barrier septum assembly

regulation of multicellular organismal development
sex determination

positive regulation of cell cycle
specification of symmetry

chromatin silencing

asymmetric cell division

regulation of translational initiation

positive regulation of vernalization response
regulation of inflorescence meristem growth
meristem determinacy

meristem growth

virus-host interaction

regulation of cell cycle

root morphogenesis

phyllome development

negative regulation of short-day photoperiodism, flowering
regulation of viral reproduction

pollen sperm cell differentiation

negative regulation of cell death
thigmotropism

post-embryonic root development
phosphorus metabolic process

endocytosis

gene silencing by RNA

2.70
2.68
2.68
2.68
2.66
2.64
2.63
2.59
2.55
2.55
2.53
2.52
2.51
2.50
2.49
2.44
2.39
2.39
2.31
2.27
2.27
2.27
2.25
2.16
2.15
2.14
2.07
2.04
2.03
2.02
2.01
2.01
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Tabla S5. Términos GO de la categoria BP con mayor expresion en transcriptoma somatico

Fold

GOid Término GO Change
GO:0010647 positive regulation of cell communication 142.00
GO0:0048838 release of seed from dormancy 138.69
GO:0080090 regulation of primary metabolic process 76.00
GO:0009835 ripening 74.73
GO:0010221 negative regulation of vernalization response 74.29
GO0:0022603 regulation of anatomical structure morphogenesis 70.60
GO:0009606 tropism 47.81
GO:0015977  carbon fixation 30.69
GO:0010623 developmental programmed cell death 29.76
GO:0009830 cell wall modification involved in abscission 27.70
GO:0006066 alcohol metabolic process 19.28
GO:0048657 tapetal cell differentiation 17.84
GO:0080027  response to herbivore 17.47
GO:0006723  cuticle hydrocarbon biosynthetic process 14.50
GO:0045848 positive regulation of nitrogen utilization 14.00
GO:0034059 response to anoxia 13.15
GO:2000072  regulation of defense response to fungus, incompatible interaction 12.25
GO:0007584 response to nutrient 10.22
GO:0023014 signal transduction by phosphorylation 9.85
GO:0080086 stamen filament development 9.78
GO:0010241  ent-kaurene oxidation to kaurenoic acid 8.78
GO:0030397 membrane disassembly 8.56
GO:0060862 negative regulation of floral organ abscission 8.19
GO:0010942 positive regulation of cell death 8.19
GO:0006949  syncytium formation 7.96
G0O:0009638 phototropism 7.91
GO:0010483 pollen tube reception 7.88
GO:0051211 anisotropic cell growth 7.77
GO:0080170 hydrogen peroxide transmembrane transport 7.67
GO:0050891 multicellular organismal water homeostasis 7.50
GO:2000068 regulation of defense response to insect 6.77
GO:0051090 regulation of sequence-specific DNA binding transcription factor activity 6.77
GO:0017145 stem cell division 6.35
GO:0015833  peptide transport 6.22
GO:0009629 response to gravity 5.99
GO:0010274  hydrotropism 5.94
G0O:0048359 mucilage metabolic process involved seed coat development 5.87
GO:0048544  recognition of pollen 5.65
GO:0015931 nucleobase-containing compound transport 5.53
GO:2000652 regulation of secondary cell wall biogenesis 5.48
GO:0015979 photosynthesis 5.45
GO:0001666 response to hypoxia 5.39
GO:0045926 negative regulation of growth 5.39
GO:0019419 sulfate reduction 5.26



GO:1900056
GO:0048444
GO:0080126
G0O:0051607
GO:0010618
GO:0009864
GO:0009414
G0O:0010260
G0O:0009866
GO:0009268
GO:0006855
GO:0010256
G0O:0048480
G0O:0031349
GO:0009612
GO:0009620
GO:0008610
G0O:0006792
GO:0009625
GO:0007389
GO:0072593
G0O:0046283
G0O:0080167
GO:0009624
GO:0060148
GO:0019538
G0O:0005976
GO:0009698
GO:0045165
GO:0006644
G0O:0030036
G0O:0001887
GO:0006730
GO:0009636
G0O:0010017
G0O:0009825
GO:0010617
GO:0051410
GO:0048317
GO:0009611
G0O:0051707
GO:0016998
GO:0010112
GO:0032922
G0:0032940
G0O:0009308

negative regulation of leaf senescence
floral organ morphogenesis

ovary septum development

defense response to virus

aerenchyma formation

induced systemic resistance, jasmonic acid mediated signaling pathway
response to water deprivation

organ senescence

induced systemic resistance, ethylene mediated signaling pathway
response to pH

drug transmembrane transport
endomembrane system organization
stigma development

positive regulation of defense response
response to mechanical stimulus

response to fungus

lipid biosynthetic process

regulation of sulfur utilization

response to insect

pattern specification process

reactive oxygen species metabolic process
anthocyanin metabolic process

response to karrikin

response to nematode

positive regulation of posttranscriptional gene silencing
protein metabolic process

polysaccharide metabolic process
phenylpropanoid metabolic process

cell fate commitment

phospholipid metabolic process

actin cytoskeleton organization

selenium compound metabolic process
one-carbon metabolic process

response to toxin

red or far-red light signaling pathway
multidimensional cell growth

circadian regulation of calcium ion oscillation
detoxification of nitrogen compound

seed morphogenesis

response to wounding

response to other organism

cell wall macromolecule catabolic process
regulation of systemic acquired resistance
circadian regulation of gene expression
secretion by cell

amine metabolic process
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4.97
4.83
4.72
4.58
4.41
4.40
4.33
4.11
3.95
3.68
3.64
3.58
3.45
3.43
3.26
3.18
3.17
3.05
3.02
2.96
2.95
2.86
2.77
2.67
2.64
2.60
2.60
2.60
2.51
2.49
2.44
2.43
2.43
2.40
2.32
2.32
2.32
2.30
2.28
2.27
2.26
2.26
2.26
2.25
2.24
2.20



G0:0007267 cell-cell signaling 2.15
GO:0009653 anatomical structure morphogenesis 2.14
GO:0007009 plasma membrane organization 2.13
GO:0006629 lipid metabolic process 2.12
GO:0006952 defense response 2.12
GO:0008104 protein localization 2.10
GO0:0048833 specification of floral organ number 2.02
G0:0009266 response to temperature stimulus 2.01

Tabla S6. Términos GO de la categoria MF con mayor expresion en meiocitos

Goid Término GO Fold Change
GO:0050662 coenzyme binding 6.01
GO:0016018 cyclosporin A binding 4.15

polygalacturonase inhibitor
GO:0090353  activity 4.13
GO:0016830 carbon-carbon lyase activity 3.73
GO:0042393 histone binding 3.04
G0:0030332 cyclin binding 2.98
GO:0031491 nucleosome binding 2.60
GO:0001671 ATPase activator activity 2.10

Tabla S7. Términos GO de la categoria MF con mayor expresion en transcriptoma somatico

Goid Términos GO Fold Change
GO:0051738 xanthophyll binding 279.04
GO:0051213  dioxygenase activity 180.30
GO:0008379 thioredoxin peroxidase activity 106.29
GO:0080015 sabinene synthase activity 97.62
GO:0046863 ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase activator activity 91.16
GO:0010313  phytochrome binding 30.59
GO:0080016 (-)-E-beta-caryophyllene synthase activity 18.31
GO:0080017 alpha-humulene synthase activity 18.31
G0:0010242 oxygen evolving activity 14.63
GO0:0045435 lycopene epsilon cyclase activity 12.12
GO:0016168 chlorophyll binding 11.52
GO:0016701 oxidoreductase activity, acting on single donors with incorporation of molecular oxygen 9.77

115



GO:0000155
GO:0044183
GO:0051740
GO:0000170
G0O:2001147
G0O:2001227
GO:0016798
GO:0008559
GO:0004602
GO:0015197
G0O:0030674
GO:0004096
GO:0008517
GO:0043495
G0O:0000900
G0O:0008428
GO:0005529
GO:0051861
GO:0045436
G0O:0045550
G0O:0046422
GO:0005344
GO:0008398
GO:0046423
G0O:0015238
GO:0005522
GO:0046910
GO:0071992
GO:0031210
G0O:0004134
GO:0016866
GO:0017077
GO:0016846
GO:0080132
G0O:0005496
GO:0042802
GO:0016667
GO:0010331
GO:0004888
G0O:0016788
GO:0030247
GO:0016757
GO:0003876
GO:0005516
G0O:0005543
GO:0031418

two-component sensor activity

protein binding involved in protein folding
ethylene binding

sphingosine hydroxylase activity

camalexin binding

quercitrin binding

hydrolase activity, acting on glycosyl bonds
xenobiotic-transporting ATPase activity
glutathione peroxidase activity

peptide transporter activity

protein binding, bridging

catalase activity

folic acid transporter activity

protein anchor

translation repressor activity, nucleic acid binding
ribonuclease inhibitor activity

sugar binding

glycolipid binding

lycopene beta cyclase activity
geranylgeranyl reductase activity
violaxanthin de-epoxidase activity

oxygen transporter activity

sterol 14-demethylase activity

allene-oxide cyclase activity

drug transmembrane transporter activity
profilin binding

pectinesterase inhibitor activity
phytochelatin transmembrane transporter activity
phosphatidylcholine binding
4-alpha-glucanotransferase activity
intramolecular transferase activity

oxidative phosphorylation uncoupler activity
carbon-sulfur lyase activity

fatty acid alpha-hydroxylase activity

steroid binding

identical protein binding

oxidoreductase activity, acting on a sulfur group of donors
gibberellin binding

transmembrane signaling receptor activity
hydrolase activity, acting on ester bonds
polysaccharide binding

transferase activity, transferring glycosyl groups
AMP deaminase activity

calmodulin binding

phospholipid binding

L-ascorbic acid binding
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9.60
7.50
7.13
6.96
6.43
6.43
6.37
6.35
6.23
6.22
5.90
5.49
5.34
5.32
5.04
4.83
4.54
4.33
4.30
4.05
3.97
3.78
3.75
3.53
3.50
3.34
3.27
2.91
2.90
2.87
2.79
2.67
2.66
2.53
2.50
2.40
2.35
2.35
2.33
2.24
2.20
2.15
2.1
2.08
2.06
2.05



Tabla S8. Rutas metabdlicas de Aracyc con mayor expresion en meiocitos.

Ruta Fold Change
sporopollenin precursor biosynthesis 360.44
anthocyanin biosynthesis (pelargonidin 3-O-glucoside, cyanidin 3-O-glucoside) 42.61
superpathway of anthocyanin biosynthesis (from cyanidin and cyanidin 3-O-glucoside) 39.90
IAA degradation IV 12.70
indole-3-acetyl-amino acid biosynthesis 12.70
alpha-amyrin biosynthesis 11.46
proanthocyanidin biosynthesis from flavanols 10.17
lysine degradation | 9.62
galactose degradation | (Leloir pathway) 5.07
pyrimidine deoxyribonucleotides de novo biosynthesis 3.57
glycerol-3-phosphate shuttle 2.99
cutin biosynthesis 2.77
guanine and guanosine salvage Il 2.66
ubiquinone-9 biosynthesis (eukaryotic) 2.44
PRPP biosynthesis | 2.34
1,4-dihydroxy-2-naphthoate biosynthesis Il (plants) 2.32
glutamate degradation | 2.24
hydroxycinnamic acid tyramine amides biosynthesis 2.10
methionine degradation I 2.09
oxidative ethanol degradation | 2.08
alanine biosynthesis Il 2.06
ferulate and sinapate biosynthesis 2.02

Tabla S9. Rutas metabdlicas de Aracyc con mayor expresion en transcriptoma somatico.

Ruta Fold Change
lanosterol biosynthesis 89.20
nicotianamine biosynthesis 84.67
fatty acid alpha-oxidation 73.36
xanthophyll cycle 68.70
antheraxanthin and violaxanthin biosynthesis 68.70
arginine degradation VI (arginase 2 pathway) 64.82
camalexin biosynthesis 64.00
farnesene biosynthesis 55.50
pyruvate fermentation to ethanol Il 47.76
acetaldehyde biosynthesis | 47.76
sinapate ester biosynthesis 40.77
ent-kaurene biosynthesis 28.93
zeaxanthin biosynthesis 26.10
methylquercetin biosynthesis 26.01
homogalacturonan degradation 25.27
nitrate reduction Il (assimilatory) 23.52
gibberellin inactivation 18.41



beta-caryophyllene biosynthesis

phaseic acid biosynthesis

abscisic acid glucose ester biosynthesis

asparagine biosynthesis |

photosynthesis light reactions

UDP-D-galacturonate biosynthesis | (from UDP-D-glucuronate)
2,4,6-trinitrotoluene degradation
(E,E)-4,8,12-trimethyltrideca-1,3,7,11-tetraene biosynthesis
(3E)-4,8-dimethylnona-1,3,7-triene biosynthesis
ethanol degradation

lutein biosynthesis

monoterpene biosynthesis

UDP-glucose biosynthesis (from sucrose)
delta-carotene biosynthesis

monolignol glucosides biosynthesis

coniferin metabolism

salicylate glucosides biosynthesis IV

putrescine biosynthesis IV

putrescine biosynthesis |

cytokinins-O-glucoside biosynthesis
hydroxyjasmonate sulfate biosynthesis

indole glucosinolate breakdown (active in intact plant cell)
melibiose degradation

GA12 biosynthesis

glutamate degradation 1V

phytol salvage pathway

phospholipid desaturation

glucosinolate biosynthesis from phenylalanine
glucosinolate biosynthesis from tryptophan

13-LOX and 13-HPL pathway

trans-lycopene biosynthesis Il (plants)

glucosinolate biosynthesis from pentahomomethionine
glucosinolate biosynthesis from hexahomomethionine
poly-hydroxy fatty acids biosynthesis

glutamate biosynthesis IV

ajugose biosynthesis Il (galactinol-independent)
galactosylcyclitol biosynthesis

thiamine biosynthesis Il

quercetinsulphates biosynthesis

methyl indole-3-acetate interconversion

citrulline biosynthesis

cyanide degradation

cytokinins degradation

sorbitol degradation |

ammonia assimilation cycle Il

stachyose biosynthesis
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18.31
17.38
16.32
16.13
15.89
14.70
14.55
14.34
14.12
14.10
14.00
13.83
12.97
12.12
11.35
11.35
10.81
10.58
10.58
9.74
9.65
9.38
8.86
8.79
8.71
8.43
8.43
8.22
8.15
8.12
8.09
7.75
7.75
7.66
7.66
7.57
7.57
7.41
7.29
7.05
6.90
6.53
6.51
6.42
6.33
6.21



sulfate activation for sulfonation

ribose degradation

serine biosynthesis

oxidized GTP and dGTP detoxification
glucosinolate biosynthesis from tetrahomomethionine
glucosinolate biosynthesis from trihomomethionine
glucosinolate biosynthesis from homomethionine
Fe(lll)-reduction and Fe(ll) transport

gibberellin biosynthesis | (non C-3, non C-13 hydroxylation)
gibberellin biosynthesis Il (early C-3 hydroxylation)
gibberellin biosynthesis IlI (early C-13 hydroxylation)
alanine degradation IlI

alanine biosynthesis Il

ajugose biosynthesis | (galactinol-dependent)
vitamin E biosynthesis

nonaprenyl diphosphate biosynthesis Il

linoleate biosynthesis | (plants)

sulfate reduction Il (assimilatory)

flavonoid biosynthesis

phenylpropanoid biosynthesis, initial reactions
trans-cinnamoyl-CoA biosynthesis

benzoate biosynthesis Il (CoA-independent, non-&beta;-oxidative)
cellulose biosynthesis

photorespiration

ethylene biosynthesis from methionine
beta-carotene biosynthesis

urea cycle

cuticular wax biosynthesis

phytyl diphosphate biosynthesis

uracil degradation (reductive)

choline biosynthesis |

pentose phosphate pathway (non-oxidative branch)
proline biosynthesis IlI

free phenylpropanoid acid biosynthesis
phenylethanol biosynthesis

nonaprenyl diphosphate biosynthesis IlI
geranylgeranyldiphosphate biosynthesis
methylerythritol phosphate pathway

chlorophyll a degradation

mannose degradation

aldehyde oxidation |

chlorophyll a biosynthesis Il

glucosinolate biosynthesis from dihomomethionine
glycolipid desaturation

trans-zeatin biosynthesis

simple coumarins biosynthesis
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5.40
5.33
5.32
5.31
5.23
5.23
5.23
5.10
5.06
5.06
5.06
5.04
5.04
4.96
4.92
4.85
4.79
4.76
4.73
4.65
4.63
4.63
4.46
4.43
4.31
4.30
4.18
4.11
4.05
3.86
3.80
3.78
3.74
3.70
3.66
3.66
3.66
3.60
3.54
3.49
3.39
3.39
3.36
3.35
3.30
3.24



Calvin-Benson-Bassham cycle
UDP-L-rhamnose biosynthesis

chlorophyllide a biosynthesis |
phospholipases

cytokinins 7-N-glucoside biosynthesis
cytokinins 9-N-glucoside biosynthesis

glycine betaine biosynthesis 11l (plants)
triacylglycerol degradation

jasmonic acid biosynthesis

UDP-L-arabinose biosynthesis | (from UDP-xylose)
siroheme biosynthesis

homomethionine biosynthesis

choline biosynthesis IlI

lupeol biosynthesis

S-adenosylmethionine biosynthesis

pentose phosphate pathway (oxidative branch)
pyridine nucleotide cycling (plants)

cyanide detoxification

folate polyglutamylation Il

UDP-D-xylose biosynthesis

farnesylcysteine salvage pathway

cysteine biosynthesis |

oleate biosynthesis | (plants)
S-adenosyl-L-methionine cycle Il

aliphatic glucosinolate biosynthesis, side chain elongation cycle
brassinosteroid biosynthesis IlI

sulfite oxidation IV

glutathione degradation

sucrose biosynthesis

xyloglucan biosynthesis
4-hydroxyphenylpyruvate biosynthesis
chlorophyll cycle

plastoquinone-9 biosynthesis

GDP-L-fucose biosynthesis Il (from L-fucose)
beta-alanine biosynthesis |

leucine degradation |

quercetin glucoside biosynthesis (Arabidopsis)
sphingolipid biosynthesis (plants)

pyruvate fermentation to lactate

very long chain fatty acid biosynthesis
dTDP-L-rhamnose biosynthesis II
gluconeogenesis

sucrose degradation IlI

1D-myo-inositol hexakisphosphate biosynthesis 11l (Spirodela
polyrrhiza)

glycolysis | (plastidic)
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3.10
3.03
3.02
2.99
2.93
2.93
2.92
2.90
2.89
2.88
2.87
2.83
2.83
2.81
2.76
2.67
2.64
2.54
2.52
2.51
2.51
2.47
2.47
2.46
2.43
2.41
2.41
2.40
2.38
2.36
2.35
2.31
2.28
2.26
2.25
2.24
2.23
2.22
2.18
213
2.12
2.12
212

2.10
2.10
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Figura S1. Familias de factores de transcripcion expresadas en meiocitos y el transcriptoma
somatico.

Tabla S10. Ortélogos de factores de transcripcién con expresion exclusiva en meiocitos

Locus TPM Meiocitos Familia TF

AT2G16910 214.62 bHLH
AT1G18960 97.90 MYB_related
AT2G17950 9.52 WOX
AT3G12680 6.22 C3H
AT1G75430 4.25 TALE
AT3G04070 2.38 NAC
AT5G53210 2.00 bHLH
AT2G45410 1.89 LBD
AT1G06280 1.33 LBD
AT1G18790 1.11 Nin-like
AT3G13890 0.58 MYB
AT2G28810 0.42 Dof
AT3G18010 0.38 WOX

AT1G51120 0.17 RAV
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Tabla S11. Genes de Arabidopsis relacionados con silenciamiento, incluidos en el presente

estudio
Gen Locus Descripcion

AGOO01 AT1G48410 RNA slicer/core component of plant RISC
AGOO02 AT1G31280 RNA slicer/involved in antiviral defense response
AGOO03 AT1G31290 RNA slicer
AGO04 AT2G27040 RNA slicer/involved in the establishment phase of RADM
AGOO05 AT2G27880 RNA slicer
AGO06 AT2G32940 RNA slicer/rasiRNA-directed heterochromatin formation
AGO07 AT1G69440  RNA slicer/tasiRNA biogenesis and juvenile-to-adult transition
AGO08 AT5G21030 RNA slicer
AGO09 AT5G21150 RNA slicer/silencing the activity of TEs activity in the female gametophyte
AGOT10 AT5G43810 RNA slicer

CMT3 AT1G69770  Methyltransferase/maintenance phase of RADM

DCL1 AT1G01040 RNase Ill/miRNA, natsiRNA, and tasiRNA biogenesis

DCL2 AT3G03300 RNase Ill/natsiRNA biogenesis and viral defense

DCL3 AT3G43920 RNase lll/rasiRNA biogenesis and establishment phase of RADM
DCL4 AT5G20320 RNase lll/tasiRNA biogenesis and viral defense

DRM2 AT3G17310  Methyltransferase/establishment phase of RADM

HYL1 AT1G09700  dsRBP/miRNA and tasiRNA biogenesis

DRB4 AT3G62800 dsRBP/miRNA and tasiRNA biogenesis

DRD1 AT2G16390  SNF2-like chromatin-remodeling factor/establishment phase of RADM
HEN1 AT4G29160  sRNA-specific methyltransferase/sRNA biogenesis

HST AT3G05040  Exportin-5 ortholog/miRNA exportation from nucleus

MET1 AT5G49160  Methyltransferase/maintenance phase of RADM methylation

NRPD1a AT1G63020 DNA-dependent RNA polymerase/establishment phase of RADM
NRPD1b AT2G40030 DNA-dependent RNA polymerase/establishment phase of RADM

NRPD2 AT3G23780 DNA-dependent RNA polymerase/establishment phase of RADM

RDR1 AT1G14790 RNA-dependent RNA polymerase/viral defense

RDR2 AT4G11130  RNA-dependent RNA polymerase/rasiRNA biogenesis

RDR6 AT3G49500 RNA-dependent RNA polymerase/tasiRNA and natsiRNA biogenesis

SGS3 AT5G23570  Coiled-coil protein/tasiRNA and natsiRNA biogenesis

SDE3 AT1G05460  Silencing defective/Encodes a protein with similarity to RNA helicases
SDE5 AT3G15390  Similar to PRLT interacting factor and is involved in virus induced silencing
DDM1 AT5G66750  Similar to SWI2/SNF2 chromatin remodeling proteins

DRD2 AT3G23780  Chromatin-remodeling factor

DMS3 AT3G49250 Involving secondary siRNA and spreading of DNA methylation

DMS4 AT2G30280 Transcriptional regulator functioning in RNA-directed DNA methylation and plant development
HDAG6 AT5G63110  RPD3-like histone deacetylase/RNA-Mediated transcriptional silencing
MET1 AT5G49160 Encodes a cytosine methyltransferase
MOMT1 AT1G08060 Encodes a transcriptional silencer/maintenance of methylation
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Figura S3. Niveles de expresion de genes relacionados con silenciamiento.

Tabla S12. Ndmero total de lecturas y con mapeo tinico obtenidas para los tres genotipos

de girasol.
Genoteca Total Lecturas mapeadas
Meiocitos

Domesticado R1 179,789,421 139,532,735 (77.61%)
Domesticado R2 142,454,268 112,861,139 (79.23%)
F1 R1 189,180,804 151,174,022 (79.91%)

F1 R2 93,914,482 74,366,257 (79.19%)
Silvestre R1 123,666,567 94,260,868 (76.22%)
Silvestre R2 132,921,292 100,034,300 (75.26%)
Total 861,926,834 672,229,321 (77.99%)

Transcriptoma Somatico

Somatico 173,458,030 128,984,174 (74.36%)
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Tabla S13. Numero total de lecturas de RNA pequeios obtenidas para los genotipos
silvestre y domesticado.

Longitud Silvestre Domesticado
20 87,931 (1.66%) 164,495 (3.11%)
21 452,676 (8.57%) 678,774 (12.85%)
22 408,185 (7.73%) 420,184 (7.96%)
23 729,207 (13.81%) 803,569 (15.22%)
24 3(2522,55;'7%/]0? 3,042,461 (57.61%)
25 177,383 (3.36%) 171,924 (3.26%)

Total 5,281,200 5,281,407
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Figura S4. Nucleétido del extremo 5’ de las secuencias de 24 nt.
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Figura S5. Proporcion de lecturas encontradas para cada una de las familias de
miRNAs encontradas en los genotipos silvestre y domesticado.
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Figura S6. Proporcion de lecturas de sSRNAs que mapean a cada una de las cadenas
para el genotipo domesticado (A) y silvestre (B).
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Figura S7. Proporcion de lecturas de sSRNAs que mapean a transcritos NATs
identificados.
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Figura S8. Nimero de otros elementos repetitivos (no-TEs) encontrados en los
IncRNAs de girasol.
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Tabla S14. Listado de genes meidticos incluidos. Se presenta la categoria funcional, el
nimero de transcritos por millén (TPM), para cada uno de los genotipos, el g-value para los
diferentes contrastes y el patron de expresion.

Locus Gen gate@”a TPMD TPMFI  TPMS TPMSom D-Sqv D-Fiqy S-Fiqv  Patrén
uncional
AT1G67370 ASY1 1 394180 339.830 173.850  7.668 0002 0768  0.012 1
AT2G46980 ASY3 1 21220 26330  25.620 0.109 0257 0576 0377 5
AT1G22260 ZYP1 1 132.480  193.130  91.300 2.900 0081 0255  0.002 6
AT5G65460  CDKA;1 2 54610 49250 22070  66.946  0.000 0769  0.002 1
AT4G20900 MS5 2 12600  16.650  84.180 0.853 0000  0.681  0.000 4
AT5G19400 SMG7 2 134490 137.690 108.540  98.198 0202  0.876  0.216 6
AT1G06660  JASON 2 66560  72.300  53.650 0.248 0217 0741 0114 6
AT1G34355 PS1 2 42260 54420  86.110 0.977 0.003 0586  0.044 4
AT4G21270 ATK1 2 115410 106340  32.960 2.969 0000 0789  0.000 1
AT1G66170 MMD 2 33580 55310 182220  0.023 0.000  0.465  0.000 4
AT4G01370 MPK4 2 30290 21190 21.900 117588  0.104 0357  0.430 2
AT3G43210 TES 2 36150  46.010  96.820 1.837 0000  0.674  0.005 4
AT2G33560  BUBRI 2 37770 33.910  44.430 1.961 0258 0747  0.146 3
AT3G25980  MAD2 2 51760 43190  53.040 0.643 0431 0664 0230 3
AT4G05190 ATK5 2 11720 6170 2.730 18374 0001 0299  0.054 1
AT5G42190 ASK2 2 832330 707.950 844.690 94578 0437 0705 0262 3
AT5G21150  AGO9 3 43230 36140 99.800 0.000 0001 0614  0.000 3
AT5G51330 SWIT 3 27870 37.820  68.930 2.458 0000 0460  0.017 4
AT1G77320 MEIT 3 14120 16130  13.740 4977 0425 0787 0315 6
AT3G25100  CDC45 3 51230 61290  26.750 2.186 0.008  0.687  0.002 6
AT5G48720 XRIT 3 31.870  32.930  25.040 6.264 0166  0.873  0.158 6
AT5G61960 AMLT 3 116.630 115240 111.020  1.861 0397  0.865  0.444 1
AT4G18120 AML3 3 0.090 0.120 0.330 0.000 0002 0703  0.015 4
AT5G07290 AML4 3 45860 52180  45.440 5.636 0439 0768 0315 6
AT1G29400 AMLS5 3 36.630 38430  44.100 4.411 0243 0.876  0.260 4
AT1G64625 FST 3 14430 7980 4320 1.760 0000  0.154  0.026 1
AT3G27120 FIGL1 4 23130 26080  13.560 1.551 0022 078  0.011 6
AT5G64520  XRCC2 4 8.230 8440  19.950 4.551 0000 0876  0.001 4
AT5G63540  BLAP75/RMI1 4 12.960 12,900  6.090 1.194 0002 0876  0.004 1
AT5G63920 Top3_ 4 19630 22160  31.610 0.954 0033 0790  0.087 4
ATIG10930  RECQ4A 4 34940 35430  29.750 0.605 0276 0875 0322 6
AT1G35530  FANCM 4 11200 12560  5.100 5.977 0003 0836  0.002 6
AT5G50930 MHF1 4 51.850  51.810  56.440 0.721 0362  0.860 0418 3
AT1G78790 MHF2 4 12230 10920  17.770 7.730 0082  0.806  0.052 3
AT3G18524 MSH2 4 34890 33740 26270 6.280 0151  0.822 0239 1
AT4G17380 MSH4 5 18180 22480  26.350 3.497 0071 0576  0.289 4
AT3G20475 MSH5 5 32540 51.950 124460  1.109 0.000  0.198  0.004 4
AT3G24495 MSH7 5 33.000  37.370  18.470 1.016 0015 0770  0.007 6
AT1G10970 ZIP4 5 26090  53.050  71.370 8.629 0000 0012  0.148 4
AT3G27730 MER3 5 28940 31140 16.410 1.675 0012 0.804  0.007 6
At1g12790 PTD 5 12530 16700  19.660 2.535 0053 0433 0332 4
AT5G52290  SHOCT 5 11300 17220  18.440 0.977 0029 0198  0.407 4
AT1G53490 HEIT0 5 37580 54320  86.990 0.760 0001 029  0.061 4
AT4G09140 MLH1 5 22850 29300 18360 12033 0230 0650  0.086 6
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AT3G13170 SPO11-1 8 8.260 7.110 5.120 0.775 0.055 0.787 0.129 1
AT1G63990 SPO11-2 8 31.830 43.880 73.030 0.923 0.001 0.370 0.046 4
AT4G14180 PRD1 8 9.710 12.180 8.590 0.124 0.309 0.537 0.089 6
AT5G57880 PRD2 8 11.930 16.080 11.000 4.489 0.350 0.424 0.075 6
AT1G01690 PRD3 8 21.010 28.960 27.740 2.923 0.145 0.359 0.372 5
AT1G07060 DFO 8 14.600 22.010 19.360 1.566 0.135 0.254 0.316 5
AT1G10710 PHS1 8 37.540 61.700 106.890 2.217 0.000 0.123 0.060 4
AT4G24710 Pch2 8 45.370 50.510 43.370 3.093 0.399 0.777 0.284 6
AT5G54260 MRET1 9 25.920 29.970 21.510 21.902 0.244 0.779 0.155 6
AT2G31970 RAD50 9 58.090 77.250 56.410 32.415 0.418 0.460 0.120 6
AT3G02680 NBS1 9 12.030 11.940 13.310 11.467 0.326 0.876 0.330 3
AT3G52115 ATCOM1 9 10.740 10.120 5.780 3.303 0.010 0.829 0.026 1
AT2G06510 RPATA 9 58.040 73.630 47.640 11.645 0.222 0.538 0.052 6
AT5G20850 RAD51 9 29.050 43.370 132.670 0.915 0.000 0.376 0.000 4
AT2G28560 RAD51B 9 7.100 4.830 4.280 1.341 0.041 0.432 0.296 1
AT2G45280 RAD51C 9 6.990 9.360 10.570 2.101 0.077 0.606 0.284 4
AT1G07745 RAD51D 9 5.670 6.620 4.820 0.892 0.264 0.693 0.121 6
AT5G01630 BRCA2(V) 9 14.190 15.970 9.260 3.373 0.059 0.806 0.037 6
AT5G57450 XRCC3 9 2.630 2.470 0.870 0.186 0.000 0.850 0.000 1
AT3G48190 ATM 9 43.860 46.750 18.880 3.155 0.003 0.876 0.004 6
AT5G40820 ATR 9 5.540 8.200 7.550 0.403 0.127 0.393 0.418 5
AT3G09660 MCM8 9 12.510 19.810 21.100 1.140 0.025 0.200 0.389 4
AT3G22880 DMC1 10 74.800 125.760  119.840 0.752 0.052 0.113 0.344 5
AT1G13330 AHP2 10 66.760 75.350 39.050 1.675 0.034 0.748 0.014 6
AT4G29170 MND1 10 41.620 52.000 85.850 10.893 0.003 0.537 0.051 4
AT1G14750 SDS 10 36.250 72.550 62.690 3.404 0.022 0.020 0.255 5
AT5G05490 SYN1 11 38.500 43.030 14.740 0.426 0.001 0.751 0.000 6
AT3G59550 SYN3 11 23.390 28.200 29.170 0.504 0.188 0.662 0.410 4
AT2G47980 SCC3 11 121.960  126.390 55.320 63.892 0.001 0.862 0.001 6
AT5G15540 SCC2 11 62.620 65.890 31.840 27.941 0.010 0.876 0.016 6
AT5G04320 SGO2 11 26.070 28.100 18.630 0.411 0.091 0.831 0.068 6
AT4G22970 AESP 11 19.940 23.070 6.280 1.822 0.000 0.788 0.000 6
AT3G23890 TOP2A 11 274500  241.140 118.520 0.558 0.002 0.689 0.018 1
AT2G27170 SMC3 12 204.890 196.140 136.010 92.314 0.058 0.832 0.107 1
AT5G62410 SMC4 12 135.150  135.790 54.440 0.000 0.001 0.876 0.002 6
AT3G54670 SMC1 12 115.560  108.670 50.380 74.118 0.002 0.801 0.008 1
AT5G15920 SMC5 12 71.920 73.170 29.360 8.660 0.001 0.876 0.001 6
AT5G61460 SMC6B 12 57.060 59.130 48.050 16.708 0.253 0.876 0.275 6
AT5G21140 NSET1 12 28.260 25.050 17.160 2.287 0.028 0.772 0.083 1
AT3G15150 NSE2 12 9.070 9.320 15.790 3.202 0.016 0.860 0.030 4
AT1G51130 NSE4a 12 46.430 46.210 27.330 0.000 0.029 0.876 0.037 1
AT1G34770 NSE3 12 27.860 46.440 86.700 12.157 0.000 0.239 0.012 4
AT1G63770 MPAT 13 190.760  193.360  122.360 5.024 0.052 0.876 0.065 6
AT2G02560 HVE 13 104.600  125.150 79.000 84.119 0.143 0.682 0.052 6
AT5G46210 CuL4 13 133.270  133.250 96.900 3.590 0.110 0.871 0.149 1

**Genes meidticos para los cuales no se encontr6 ortélogo en girasol: AML2,
RPA1C, BRCA2(lV), RECQ4B, CDKGT1, ASY2, ZYP1b, CTF7, SGO1, PANS1, SMC2,
SMC6A, NSE4b, TAM, OSD1, ASK1, BUB3.1.
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Tabla S15. Términos GO de categoria BP diferenciales entre meiocitos de los genotipos
silvestre y domesticado.

Fold
GOid Término GO Change qvalue
D/S
GO:2000604 negative regulation of secondary growth 10.13 2.98E-20
GO:0051511 negative regulation of unidimensional cell growth 7.50 0.001350908
GO:0009838 abscission 6.56 1.63663E-10
GO:0080126 ovary septum development 6.17 6.98361E-15
GO:0006792 regulation of sulfur utilization 5.12 7.30176E-13
GO:0080181 lateral root branching 5.06 8.86402E-10
GO:0009606 tropism 4.09 3.27699E-10
GO:0030155 regulation of cell adhesion 3.91 2.38E-17
GO:0006091 generation of precursor metabolites and energy 3.52 1.16E-26
GO:0051211 anisotropic cell growth 3.48 4.69903E-14
GO:0044403 symbiosis, encompassing mutualism through parasitism 3.40 0.002784881
GO:0030307 positive regulation of cell growth 3.26 1.41E-19
GO:0006081 cellular aldehyde metabolic process 3.25 9.89E-19
GO:0008285 negative regulation of cell proliferation 3.19 3.87E-25
G0O:0048359 mucilage metabolic process involved in seed coat development 3.17 1.24E-20
GO:0006900 membrane budding 3.09 1.67893E-14
GO:0012501  programmed cell death 3.04 1.43436E-14
GO:0001881  receptor recycling 3.00 4.62666E-11
GO:0010098 suspensor development 2.99 3.95E-16
GO:0008104 protein localization 2.99 5.08882E-10
GO:2000693 positive regulation of seed maturation 2.97 3.84597E-13
GO:0019419 sulfate reduction 2.93 2.60273E-06
GO:0009856 pollination 2.92 7.70967E-13
GO:0010324 membrane invagination 2.92 3.61452E-08
GO:0080006 internode patterning 2.66 5.08882E-10
GO:0019079 viral genome replication 2.64 6.47805E-09
GO:0019048 modulation by virus of host morphology or physiology 2.60 2.03E-16
GO:0010074 maintenance of meristem identity 2.60 7.12877E-13
GO:0007009 plasma membrane organization 2.54 7.26656E-12
GO:0010256 endomembrane system organization 2.52 2.07525E-11
GO:0018920 glyphosate metabolic process 2.50 2.99703E-12
GO:0009653 anatomical structure morphogenesis 2.49 2.57278E-12
GO:0051014  actin filament severing 2.48 1.4001E-13
GO:0040034 regulation of development, heterochronic 2.48 7.52039E-08
GO:0008356 asymmetric cell division 2.48 2.36114E-14
GO:0043412 macromolecule modification 2.46 1.39113E-12
GO:0010434  bract formation 2.44 1.30831E-06
GO:0032955 regulation of barrier septum assembly 2.43 1.67441E-10
GO:0010015  root morphogenesis 2.43 2.38849E-09
GO:0009875  pollen-pistil interaction 2.42 5.34479E-07
GO:0080027 response to herbivore 2.42 4.27025E-07
GO:0010941 regulation of cell death 2.40 3.57149E-05
GO:0010358 leaf shaping 2.39 2.54776E-06
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G0O:0009799
GO:0008360
G0O:0040019
GO:0055047
GO:0040014
G0O:0048530
GO:1900056
G0O:0010071
GO:0000918
GO:0010112
G0O:0043697
GO:0010187
G0O:0010483
GO:0001558
G0O:0007267
G0O:0035019
GO:0051775
G0O:0048827
G0O:2000026
G0O:0051205
G0O:0010497
GO:0048519
G0:0003002
G0O:0033043
G0O:2000068
GO:0010017
GO:0006887
GO:0006066
G0O:0060862
G0O:0060867
G0O:2000692
G0O:0022603
G0O:0009314
G0O:0009830
G0O:0045848
G0O:0010344

specification of symmetry

regulation of cell shape

positive regulation of embryonic development
generative cell mitosis

regulation of multicellular organism growth
fruit morphogenesis

negative regulation of leaf senescence

root meristem specification

barrier septum site selection

regulation of systemic acquired resistance

cell dedifferentiation

negative regulation of seed germination
pollen tube reception

regulation of cell growth

cell-cell signaling

somatic stem cell maintenance

response to redox state

phyllome development

regulation of multicellular organismal development
protein insertion into membrane
plasmodesmata-mediated intercellular transport
negative regulation of biological process
regionalization

regulation of organelle organization
regulation of defense response to insect

red or far-red light signaling pathway
exocytosis

alcohol metabolic process

negative regulation of floral organ abscission
fruit abscission

negative regulation of seed maturation
regulation of anatomical structure morphogenesis
response to radiation

cell wall modification involved in abscission
positive regulation of nitrogen utilization

seed oilbody biogenesis

2.30
2.29
2.28
2.28
2.27
2.25
2.24
2.23
2.18
2.18
217
2.15
2.15
2.13
213
212
2.09
2.09
2.08
2.06
2.06
2.05
2.03
2.03
2.03
2.02
2.01
0.48
0.45
0.45
0.45
0.45
0.40
0.32
0.14
0.14

0.001691089
8.97732E-11
5.0558E-06
4.59682E-08
3.27804E-11
1.04844E-09
0.000138762
1.24174E-09
2.73361E-09
8.88418E-06
2.30319E-07
1.06092E-07
5.38035E-07
2.53071E-09
4.54629E-08
8.75055E-06
4.01335E-07
6.02803E-08
1.7321E-06
3.84767E-07
1.05201E-08
3.16516E-07
2.16269E-06
2.16269E-06
0.000983949
6.8563E-07
9.54548E-08
3.50E-29
3.22E-20
1.31473E-14
1.31473E-14
4.96489E-11
9.46E-28
4.30E-32
5.62E-48
5.62E-48
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Tabla S16. Términos GO de categoria CC diferenciales entre meiocitos de los genotipos
silvestre y domesticado.

Fold
GOid Término GO Change qvalue
D/S
GO:0010170 glucose-1-phosphate adenylyltransferase complex 8.116 3.08455E-09
cyclin-dependent protein kinase holoenzyme
GO:0000307 complex 6.848 1.60E-16
GO:0009344 nitrite reductase complex [NAD(P)H] 4.143 2.81621E-07
GO:0012506 vesicle membrane 4.067 6.39598E-13
GO:0043674 columella 3.560 1.56449E-08
GO:0016328 lateral plasma membrane 3.259 3.96935E-08
GO:0010330 cellulose synthase complex 3.024 9.33272E-13
GO:0031520 plasma membrane of cell tip 3.008 1.51481E-15
GO:0043235 receptor complex 2.871 2.4528E-13
GO:0009897 external side of plasma membrane 2.866 2.55E-16
GO:0010009 cytoplasmic side of endosome membrane 2.697 2.92032E-09
GO:0009986 cell surface 2.637 5.05448E-10
GO:0010006 Toc complex 2.558 1.99331E-11
GO:0009521 photosystem 2.555 2.69991E-07
GO:0030132 clathrin coat of coated pit 2.541 1.79024E-11
GO:0005952 cAMP-dependent protein kinase complex 2.413 2.39335E-07
GO:0031965 nuclear membrane 2.408 1.87767E-11
GO:0045252 oxoglutarate dehydrogenase complex 2.398 2.42383E-07
GO:0005971 ribonucleoside-diphosphate reductase complex 2.349 4.67411E-10
GO:0005965 protein farnesyltransferase complex 2.270 3.07669E-09
GO:0005844 polysome 2.237 2.5819E-09
GO:0005951 carbamoyl-phosphate synthase complex 2.227 3.58727E-08
GO:0030427 site of polarized growth 2.210 1.79712E-08
GO:0015935 small ribosomal subunit 2.208 7.08207E-07
GO:0030089 phycobilisome 2.181 3.19648E-08
GO:0035145 exon-exon junction complex 2.172 1.23413E-06
GO:0035618 root hair 2.163 6.70489E-08
G0O:0033588 Elongator holoenzyme complex 2.157 5.61984E-07
GO:0042555 MCM complex 2.106 1.96624E-07
GO:0005852 eukaryotic translation initiation factor 3 complex 2.073 2.42383E-07
GO:0031897 Tic complex 2.025 5.11725E-06
GO:0015934 large ribosomal subunit 2.014 2.60969E-05
GO:0000814 ESCRT Il complex 2.011 2.32849E-06
GO:0009349 riboflavin synthase complex 2.007 7.08207E-07
GO:0000214 tRNA-intron endonuclease complex 0.416 4.22E-34
GO:0070825 micropyle 0.338 4.76202E-08
GO:0031012 extracellular matrix 0.204 3.78E-82




Tabla S17. Términos GO de categoria MF diferenciales entre meiocitos de los genotipos
silvestre y domesticado.

Fold
GOid Término GO Change qvalue
D/S
GO:0090353 polygalacturonase inhibitor activity 10.974 6.57E-42
GO:0005344 oxygen transporter activity 4.120 1.51E-24
GO:0004126 cytidine deaminase activity 4.097 6.02E-23
GO:0016879 ligase activity, forming carbon-nitrogen bonds 3.840  4.05548E-14
GO:0003963 RNA-3'-phosphate cyclase activity 3.521 5.71E-22
GO:0080016 (-)-E-beta-caryophyllene synthase activity 3.338  5.65769E-08
GO:0080017 alpha-humulene synthase activity 3.338  5.65769E-08
GO:0010013 N-1-naphthylphthalamic acid binding 3.325 3.42E-21
GO:0016846 carbon-sulfur lyase activity 3.313  8.63482E-13
GO:0000900 translation repressor activity, nucleic acid binding 3.138 3.21E-18
GO:0009881 photoreceptor activity 3.108 7.11254E-15
GO0:0003876 AMP deaminase activity 3.008 2.14E-16
GO:0004016 adenylate cyclase activity 2.942  4.62664E-14
GO:0008835 diaminohydroxyphosphoribosylaminopyrimidine deaminase activity 2.854  3.60228E-15
GO0:0019210 kinase inhibitor activity 2.762 2.08787E-06
GO:0045550 geranylgeranyl reductase activity 2.689  4.41377E-14
GO:0016830 carbon-carbon lyase activity 2.317  7.21899E-08
GO:0005096 GTPase activator activity 2.282 9.01286E-08
GO:0043022 ribosome binding 2.271 9.51262E-07
G0:0080132 fatty acid alpha-hydroxylase activity 2.244  0.000454083
GO:0046422 violaxanthin de-epoxidase activity 2.189  1.29402E-05
GO:0030611 arsenate reductase activity 2.183 9.39248E-06
GO:0005516 calmodulin binding 2.171 4.20311E-07
GO:0010011 auxin binding 2.092 4.40676E-07
GO:0008660 1-aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase activity 2.085 3.81394E-06
GO0:0003923 GPl-anchor transamidase activity 2.074 1.78803E-05
GO:0015225 biotin transporter activity 2.062  0.001130616
GO:0030742 GTP-dependent protein binding 2.021 7.04025E-06
GO:0016627 oxidoreductase activity, acting on the CH-CH group of donors 2.012 8.78105E-06
oxidoreductase activity, acting on single donors with incorporation of molecular
GO:0016701 oxygen 0.479 2.80E-19
GO:0046910 pectinesterase inhibitor activity 0.373 1.89E-32
GO:0051738 xanthophyll binding 0.178 3.92E-39
A. Todos los genes B. Meidticos
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Figura S9. Patrones de expresion de todos los genes (A) y de los genes meioticos (B).
Estimados con los resultados del ensamble de los transcriptomas de meiocitos
domesticado y somatico (Flérez-Zapata et al., 2014).
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Figura $10. Resultados de expresion diferencial de los genes meidticos entre los genotipos

de girasol a un valor P<0.05. (A) Nimero de genes diferencialmente expresados en cada uno

de los contrastes. (B) Categorias funcionales en las que fueron agrupados los genes

meioticos. (C) Genes diferencialmente expresados en cada una de las categorias funcionales.

Tabla S18. Factores de transcripcion que tienen el patrén de expresion 6

Locus Familia TF D-Sqv TPM D TPM F1 TPM Sil TPM Som
AT1G28300 B3 0.002345493 0.20 0.23 0.05 0.02
AT2G13570 NF-YB 1.26861E-05 0.25 0.34 0.03 0.02
AT2G31210 bHLH 0.004368595 1187.21 1386.84 608.29 8.42
AT2G31220 bHLH 0.003213692 796.61 1022.99 399.30 0.81
AT3G19510 HB-PHD 0.001045617 25.98 29.26 10.73 1.57
AT3G54810 GATA 0.009639214 44.04 44.66 24.37 16.54
AT4G24020 Nin-like 0.007821154 15.54 16.18 8.42 4.68
AT4G38070 bHLH 0.000380513 41.04 42.58 17.29 0.11
AT5G44180 HB-other 0.003962151 48.81 50.98 23.20 2.52
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Tabla S19. Factores de transcripcion diferenciales previamente encontrados con
mayor expresion en meiocitos de Arabidopsis y maiz.

Locus Familia TF D-Sqv TPM D TPM F1 TPM Sil TPM Som Patrén
AT2G31210 bHLH 0.004368595 1187.21 1386.84 608.29 8.42 6
AT2G31220 bHLH 0.003213692 796.61 1022.99 399.30 0.81 6
AT4G18960 MIKC 0.005308977 89.12 70.46 42.90 0.68 1
AT5G06839 bZIP 1.00582E-06 31.56 15.20 8.71 1.60 1
AT5G19790 ERF 2.83E-34 27.57 19.66 0.39 0.03 1
AT5G60910 MIKC 6.88191E-06 49.20 86.74 199.40 5.40 4

Tabla S20. Genes meiéticos diferencialmente expresados para los cuales se
identificaron elementos cis regulatorios.

Locus Gen Categoria Funcional Patrén
AT4G18120 AML3 Entry into meiosis 4
AT5G57450 XRCC3 Recombination: early DSB repair 1
AT3G48190 ATM Recombination: early DSB repair 6
AT4G29170 MNDI1 Recombination: IH bias 4
AT1G10970  ZIP4 Recombination: Class | CO 4
AT5G62410 SMC4 SMC complex 6
AT3G54670 SMCI1 SMC complex 1
AT5G65460 CDKA;1 Cell cycle control: spindle and cytokinesis 1
AT4G21270  ATK1 Cell cycle control: spindle and cytokinesis 1
AT3G43210  TES Cell cycle control: spindle and cytokinesis 4
AT4G05190  ATK5 Cell cycle control: spindle and cytokinesis 1

Tabla S21. Genes meiéticos diferenciales que co-expresan con genes meidticos que
pertenecen a la misma categoria funcional.

Gen 1 Patrén 1 Gen 2 Patron 2 Categoria Funcional
PS1 4 TES 4 Cell cycle control: spindle and cytokinesis
PS1 4 ATK1 1 Cell cycle control: spindle and cytokinesis
FANCM 6 BLAP75/RMI1 1 Recombination: Anti-CO Activity
MMD 4 MS5 4 Cell cycle control: spindle and cytokinesis
MER3 6 MLH3 4 Recombination: Class | CO
PS1 4 ATKS5 1 Cell cycle control: spindle and cytokinesis
ATK5 1 ATKT 1 Cell cycle control: spindle and cytokinesis
NSE3 4 SMC4 6 SMC complex
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Tabla S22. Genes meiéticos diferenciales que co-expresan con genes meidticos que
pertenecen categorias relacionadas con recombinacion.

Gen 1 Patrén 1 Categoria Funcional 1 Gen 2 Patr6n 2 Categoria Funcional 2
PHST 4 Recombination: DSB formation MER3 6 Recombination: Class | CO
PHS1 4 Recombination: DSB formation MLH3 4 Recombination: Class | CO
FANCM 6 Recombination: Anti-CO Activity ~ HEITO 4 Recombination: Class | CO
FANCM 6 Recombination: Anti-CO Activity =~ MER3 6 Recombination: Class | CO
FANCM 6 Recombination: Anti-CO Activity =~ MLH3 4 Recombination: Class | CO
FANCM 6 Recombination: Anti-CO Activity =~ RAD51 4 Recombination: early DSB repair
FANCM 6 Recombination: Anti-CO Activity ~ BLAP75/RMI1 1 Recombination: Anti-CO Activity
SPO11-2 4 Recombination: DSB formation MLH3 4 Recombination: Class | CO
MSH7 6 Recombination: Class | CO BLAP75/RMI1 1 Recombination: Anti-CO Activity
MER3 6 Recombination: Class | CO MLH3 4 Recombination: Class | CO
MER3 6 Recombination: Class | CO BLAP75/RMI1 1 Recombination: Anti-CO Activity
HEIT0 4 Recombination: Class | CO MND1 4 Recombination: IH bias
MND1 4 Recombination: IH bias RAD51 4 Recombination: early DSB repair
MLH3 4 Recombination: Class | CO RAD51 4 Recombination: early DSB repair
RAD51 4 Recombination: early DSB repair ~ BLAP75/RMI1 1 Recombination: Anti-CO Activity
MLH3 4 Recombination: Class | CO XRCC3 1 Recombination: early DSB repair
MLH3 4 Recombination: Class | CO BLAP75/RMI1 1 Recombination: Anti-CO Activity

Tabla S23. Frecuencia relativa de términos GO de categoria MF de genes co-
expresados con genes meidticos y factores de transcripcion (TF).

Término GO Meioticos TF

protein binding 0.427 0.308
nucleic acid binding 0.355 0.105
transcription factor activity, sequence-specific DNA

binding 0.113 0.497
signal transducer activity 0.024 0.028
carbohydrate binding 0.016

chromatin binding 0.016 0.035
hydrolase activity 0.016 0.007
oxidoreductase activity 0.016 0.007
peroxidase activity 0.008

transferase activity 0.008 0.007
binding, bridging 0.007




Tabla S24. Frecuencia relativa de términos GO de categoria BP de genes co-
expresados con genes meidticos y factores de transcripcion (TF).

Término GO Meiéticos TF
gene silencing 0.282 0.027
chromosome segregation 0.085 0.054
cell-cell signaling 0.079 -
cytokinesis 0.073 -
cell adhesion 0.068 0.135
oxidation-reduction process 0.040 -
regulation of cell proliferation 0.040 -
embryo development 0.034 -
seed development 0.028 -
signal transduction 0.028 -
transmembrane transport 0.028 -
negative regulation of biological
process 0.023 -
seed germination 0.023 0.054
megagametogenesis 0.017 -
microgametogenesis 0.017 0.054
multicellular organism reproduction 0.017 0.027
positive regulation of cell proliferation 0.017 -
biosynthetic process 0.011 -
cell division 0.011 0.054
circadian rhythm 0.011 0.108
meristem initiation 0.011 0.108
multicellular organismal development 0.011 0.054
pollen germination 0.011 -
translational initiation 0.011 -
transport 0.011 -
cell growth 0.006 0.027
respiratory gaseous exchange 0.006 -
aging - 0.027
cell communication - 0.027
cell death - 0.027
developmental growth - 0.054
meristem maintenance - 0.081
secondary growth - 0.027
sexual reproduction - 0.027

stomatal movement - 0.027
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Tabla S25. Secuencias de primers utilizados para el genotipado de lineas de los
genes candidatos estudiados.

Gen Primer Secuencia Gen Primer Secuencia
BLH11 RP_067982 TGCAAACATGCCACACATAAC AT2G47680 RP_127155 GGCTCATGTTCTTCAAGCTTG
BLH11 LP_067982 TGGAGAGGAGTGTTGAGAACG AT2G47680 LP_127155 ACAGGGTGGTCTTGATGTCTG
BLHT1 RP_GK_183705_01 TTCTGGTTTCATGTCTTTGCC RDR2 RP_207201 TCCAAACTCATACCACGAAGG
BLH11 LP_GK_1837F05.01 TCATCATTGGCTTCTCTTTGC RDR2 LP_207201 AGCAAGCTCCTTTTCAAAACC
BLH11 RP_067443 CGTTCAACCACACAATGATTG RDR2 RP_203854 TTCTGAACTCGGTGCATATCC
BLH11 LP_067443 GGTAGGGACGTACGTAAGGATG RDR2 LP_203854 TCCTTCGTGGTATGAGTTTGG
BLH90 RP_022615 CAATATTCCACATGCAATCCC RDR2 RP_206644 CGAGAAGCAGTAATCAGCACC
BLH90 LP_022615 TGAACCATTCCCTGAACAAAG RDR2 LP_206644 CAGCTGAAATATGGACCGAAG
BLH90 RP_000633 TTAGGGACGACGACCCTTTAG AT1G05950 RP_SAIL_409_D03  CTTTGTTAGCAAGCAAGCTGC
BLH90 LP_000633 TGTGTGGAAATTCTCAGGGAG AT1G05950 LP_SAIL_409_D03 TCACCCTTTTGTAAATGCAGG
BLH90 RP_052405 TCGTGGACTTCAATTTTCACC AT1G05950 RP_SAIL_69_E08 CTTTGTTAGCAAGCAAGCTGC
BLH90 LP_052405 GTTTTGGCAGGAAATGTTCAG AT1G05950 LP_SAIL_69_E08 TCACCCTTTTGTAAATGCAGG
SHA RP_GK-511A08.01 TTCCTCGAAACTGTCACCAAC APTC RP_081627 ACGTCTTCGCATCATGAAAAC
SHA LP_GK_511A08.01 ATGGCCGACATAAGTCACAAC APTC LP_081627 TTTTCGTCTGCACTTCAGTCC
SHA RP_GK-367A12.01 GAAATGTCACCACGTGTTTCC APTC RP_024760 CCCAAATTTACATTAAAACGCC
SHA LP_GK-367A12.01 CAGAACGTTCGCTTCAGAATC APTC LP_024760 GAAGACATGGATTGGGACAAG
SHA RP_GK-379C07.01 TTTCTTCTTCATCTCTAGCCGG APTC RP_125225 TGGATAATCACTTGGAAACACG
SHA LP_GK-379C07.01 TAGTTCTTACACCGCGACGAG APTC LP_125225 AAGGGTATCCATTGGACCAAG
T7B11.05 RP_GK_440B08.01 TCCAAGCTTTCGAATGTGAAC FDM4 RP_206362 TTGGTTTCTTCTGTTTCCACG
T7B11.05  LP_GK_440B08.01 CACCAGGGCTAATGAAAGATG FDM4 LP_206362 GATGCTGAGCAGGCATTAGAG
T7B11.05 RP_095758 ACAAGACGAACCGGAGAAATC T4C980 RP_208312 GTTTAATCCCAAAACCCAACC
T7B11.05 LP_095758 AGAAGTGGTAAGACCGCCTTC T4C980 LP_208312 TTAACTGTGGATGCTGCTTCC
T7B11.05 RP_070883 ATCAATGGGAAAAAGCGAAAC T4C980 RP_SAIL_41_HO09 TCAAACCGGTTTTATTGCTTG
T7B11.05 LP_070883 CTCGAGTGACTTCGTTGATCC T4C980 LP_SAIL_41_H09 TAGATCCCACCAAACCCCTAC
AT3G50690 RP_033316 TCGGATGAGTAATGGCCATAG AlLT RP_SAIL_109_A03 TCAGGTAAAGGAATCCGTTCC
AT3G50690 LP_033316 ACCCACAGCATCATGATCTTC AlL1 LP_SAIL_109_A03 CTATACACGGAAGCTCCCCTC
AT3G50690 RP_133139 TTGCAACAACCCTACCTAACG AlL1 RP_SAIL_69_E10 TCAGGTAAAGGAATCCGTTCC
AT3G50690 LP_133139 CTTGCATTGTTTTGTTTGCTG AlLT LP_SAIL_69_E10 AACATGGCAACAAATTCTTGC
MCT1 RP_014311 TCCATTACAATATCATTACCGCC AlL1 RP_003704 CTCCTTGTCTGTCCCTCCTTC
MCT1 LP_014311 TGTGCGATTTATTAAATTTTGGG AlL1 LP_003704 GCCACCTGTTTTGTCTCAAATC
MCT1 RP_075516 AAGGCTTCTTCAAAAGCCTTG AT2G37880 RP_204855 AAGTCAGAAGGCTTCAAAGGG
MCT1 LP_075516 AACGGACACATTCACTTCCAC AT2G37880 LP_204855 AAGACGATGGTGATTGGTACG
AT4G08310 RP_146231 ACGGGTTGATAAGGATCCATC AT2G37880 RP_GK_391B01 TTCAAAACAGAGTCTTGGAATGAG
AT4G08310 LP_146231 AAGTCAGTCCATCGTTGTTGC AT2G37880 LP_GK_931B01 TCAAACCCAGTCAAAGCTCAC
AHL5 RP_123590 TCTGGTGAATGAAGAAGGTGG AT2G32350 RP_032843 AACACACCGATAAAGCGAATG
AHL5 LP_123590 AGAGCCATGACATTGACTTGG AT2G32350 LP_032843 TCTTCCGTCATTGAGAATTGG
AHL5 RP_GK_106G12.01 TAGCCCATCAAAAACACAACC REV7 RP_014571 AAGAAGGACCTAAGCGCAAAC
AHL5 LP_GK_106G12.01 CTGGTGCTTGAATCTGGTAGC REV7 LP_014571 CATCGTTCCTATGTCGAGCTC
AT2G47680 RP_SAIL_877_HO01 TAGTGCATTCAACCCCTTGTC
AT2G47680 LP_SAIL_877_HO1 ACCCGCACACATTTTGACTAG
AT2G47680 RP_GK_015F05.01 ATGCGGTTTGCAAAACTAATG
AT2G47680 LP_GK_015F05.01 AAAGATATGGAACGTGGAGGC
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Figura S11. Resultados de la técnica de esparcido “spreading”, para lineas mutantes de
algunos de los genes candidatos estudiados.
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